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1. RESUMEN

Las enfermedades causadas por Clostridium spp. son de gran importancia
en nuestro pais. El no contar con biolégicos de alta calidad ha llevado a que
el niumero de brotes aumente, por lo que el objetivo del trabajo fue
determinar cuales eran los antigenos de Clostridium chauvoei, que se
reconocieran principalmente por el sistema inmune de los animales, para ser
clonados en Escherichia coli, asi como conocer la capacidad inmunogénica
de estos antigenos. Se trabajo con proteinas de membrana que en la prueba
de inmunotransferencia reconocian principalmente bandas proteicas de 36,
46, 78, 120, 135, 156 kDa con sueros hiperinmunes contra Clostridium
chauvoei. En la prueba de potencia en cuyes con la bacterina experimental
se obtuvo una protecciéon de un 60%, en los cuyes inoculados con proteinas
de membrana de 156 kDa un 80% de proteccién. En este trabajo se clono
una proteina inmunogénicas de Clostridium chauvoei de 156 kDa utilizando
el vector de clonacion pBluescript. Se obtuvieron 220 clonas que contenian
plasmidos con insertos de Clostridium chauvoei, por tamizado inmunologico,
se seleccionaron 6 clonas que expresan antigenos de Clostridium chauvoei.
Con base a los resultados obtenidos, se observo que las clonas 550 y 220
fueron identificadas como las que expresaban la proteina de 156 kDa que
era reconocida con mayor intensidad por el suero hiperimune. Con la
finalidad de conocer si las clonas recombinantes se pudieran utilizar como un
inmunégeno contra carbon sintomatico se realizd una prueba de potencia en
cuyes protegiendo en un 80% al momento del desafio. Estas clonas pueden
ser candidatos para la elaboracion de una vacuna contra carbén

sintomatico, o bien pueden reforzar las bacterinas comerciales existentes.



2. ABSTRACT

Diseases in livestock caused by Clostridium spp are very important in Mexico.
There are not vaccines of good quality, by this reason some outbreaks have
appeared. The objective of this work was to determine Clostridium chauvoei
(C. chauvoei) antigens, which were recognized by animal immune system,
besides these antigens were cloned in Escherichia coli. Other purpose was to
study the protective immunogenic capacity of he the antigens. In the
immunoblotting with membrane protein were recognized bands of 36, 46, 78,
120, 135, 156 kDa with hyperimmune sera against Clostridium chauvoei.
Protection assays were performed by challenging lots of guinea pigs
immunized with experimental vaccine and membrane proteins. The results
obtained showed that the experimental vaccine protected 60% of vaccinated
guinea pigs and 80% of vaccinated with membrane proteins. One 156 kDa
immunogenic protein of Clostridium chauvoei was cloned, using pBluescrip
as a vector, 220 clones were obtained which had plasmids with C. chauvoei
inserted; by immunologic screen were selected 6 clones that showed C.
chauvoei antigens. The results obtained showed that clones 550 and 220
expressed the 156 kDa protein which was recognized by hyperimmune sera.
In the protection assays in guinea pigs immunized with recombinant clones,
the results obtained showed 80% of protection. These clones can be

candidates to elaborate a vaccine against blackleg.



3. INTRODUCCION

3.1 Caracteristicas generales

Los integrantes del género Clostridium son bacilos anaerobios, gram-
positivos, formadores de esporas, que en su mayor parte llevan en la
naturaleza una existencia saprofita. Su habitat natural es el suelo y el
aparato gastrointestinal del hornbre y los animales, formando parte de la
microbiota normal. Mas de 300 especies han sido descritas y menos de una
tercera parte de éstas ha sido estudiada (Willis 1979, Lennete 1980, Holt
1984, Petit. L., y col., 1999).

Algunos clostridios aerotolerantes pueden desarrollarse en medios de cultivo
solidos frescos bajo condiciones anaerobias, por lo cual se podrian confundir
con algunas especies de Bacillus facultativos. Sin embargo, todos los
miembros del género Clostridium forman esporas en condiciones
anaerobias, pero la posicion de la espora es variable. La mayoria de las
especies son moviles gracias a flagelos peritricos, comunmente no producen
catalasa, mientras que los miembros del género Bacillus son catalasa
positivos y no producen esporas en atmésfera anaerobia (Meynell 1965,
Smith y Holdeman 1975, Sternee 1981).

Los clostridium existen en una relaciéon simbiética con el huésped, al cual
protegen contra la colonizacién e invasion por bacterias patdgenas y
contribuyen a la funcién digestiva normal. Sin embargo, los microorganismos
anaerobios enddgenos o adquiridos exdégenamente pueden invadir o destruir
tejidos cuando la piel y las mucosas resultan comprometidas por cirugia,
traumatismo o tumor y cuando los potenciales de oxido-reducion se reducen
por isquemia, necrosis o infeccion, ocasionando asi diversos procesos

patolégicos ( Takeuchi, y col., 1997. Uzal y col., 2003).

3.2 Enfermedades producidas por clostridios
Las enfermedades producidas por los clostridios pueden dividirse en
toxigénicas (Clostridium tetani, Clostridium botulinum) e histotoxicas (todas

las especies del grupo de la gangrena gaseosa). Es importante resaltar que



no todas las especies de clostridios son patégenos en realidad, sélo una
pequefia minoria son capaces de producir enfermedad; asi los clostridios
patdogenos pueden ser subdivididos en tres grupos mas o menos bien
definidos. (Roth y col., 1995).

1) Clostridios exotéxicos. Se caracterizan por producir toxinas de gran
potencia; estas toxinas son las responsables de producir la enfermedad vy
eventualmente la muerte, sin embargo, la bacteria en si no es invasiva.
Ejemplos de éste grupo son Clostridium tetani'y Clostridium botulinum.

2) Clostridios invasivos de origen traumatico. Este grupo incluye todos los
agentes de la gangrena gaseosa del ser humano y la mayoria de dichos
agentes en los animales. Sus especies mas representativas son Clostridium
perfringens en el humano y Clostridium septicum en los animales. Estos
clostridios producen toxinas de menor potencia que los del grupo anterior y
atacan directamente al muasculo con una actividad necrosante; esta
diferencia le permite a estas especies ser invasivas, ya que sus toxinas van
necrosando el tejido, permitiendole de esta manera invadir estos tejidos.
(Petit y col., 1990, Rood, J. 1998, Ballard y col., 1992).

3) Clostridios invasivos y de origen digestivo. Estos clostridios s6lo se han
demostrado de manera concluyente en animales y presentan la patogenia
menos comprendida. Este grupo esta representado principalmente por
Clostridium chauvoei, Clostridium haemolyticum y algunos serotipos de
Clostridium perfringens. En este caso las bacterias no entran a través de
heridas, sino por via oral; pasan por una fase de reproduccion intestinal y por
un mecanismo desconocido se trasladan a través de la sangre a sus tejidos
blanco, en donde se reproducen y elaboran sus toxinas que producen la
lesion (Miller y Kaper 1994, Cortifas y col.,, 1998 Upadhye, AS. y
Venkatesha 2003).

3.3 Morfologia colonial
Clostridium chauvoei y Clostridium septicum estos dos microrganismos son

muy similares en sus caracteristicas. Son bacilos de 3-8 X 0.6 um con lados



paralelos y las puntas redondas. Tienen formas filamentosas, son gram
positivos en cultivos jovenes. Las esporas son ovales y subterminales
representando un limén.

Las colonias de C. chauvoei son pequefias 1-2 mm de didametro después de
48 hrs de

observandose una ligera hemdlisis cuando se desarrolla en agar sangre de

incubacioén, irregulares, brillantes y semitransparentes,
carnero. C. septicum presenta colonias pequefias 1-2 mm de diametro a las
24 hrs después de 48 hrs de incubacion presenta un crecimiento rizoidal y se
extiende por toda la superficie de la caja, presenta una B hemdlisis en agar

sangre de caballo.(Wong. G.A. y Roth. F., 2003).

Clostridium chauvoei y Clostridium septicum se diferencian por la
fermentacion de carbohidratos:

Glucosa |Maltosa |Lactosa |Sucrosa |Salicin H,S Indol
C. chauvoeij |+ + + + - + -
C. septicum |+ + + - + + -

Los productos metabdlicos producidos son: acido acético, butirico y en
menor cantidad formico. (Manual Bergery’s). También se lleva a cabo la
diferenciacion con anticuerpos fluorescentes contra Clostridium chauvoei y

Clostridium septicum. (Holt 1984, Guzman y Micalizzi 1992.).

Clostridium chauvoei y Clostridium septicum, producen una o-toxina que es




hemolitica y necrosante, la cual es oxigeno-estable, una p-toxina que tiene
una actividad de desoxiribonucleasa, una y-toxina que es hialuronidasa y una
hemolisina oxigeno-labil que es la é-toxina. (Tamura, Y., y col 1992, Ballard y
col., 1992, Cortifas y col., 1998). Sin embargo la antitoxina de C. septicum
proporciona proteccién homologa contra intoxicaciones por C. chauvoei. La
antitoxina de C. chauvoei, no protege contra la toxina de C. septicum.

Es importante hacer resaltar el hecho de que el aislamiento de estos
microorganismos de una muestra no constituye la presencia de la
enfermedad, sino que la enfermedad se diagnostica cuando ademas de la
presencia del microorganismo existen signos que la caracterizan y cambios

patoldgicos de los tejidos (Roth y Bolin, 1995).

3.4 Patogenia y Cuadro Clinico

La mancha o carbdn sintomatico es solamente producida por Clostridium
chauvoei, mientras que la gangrena gaseosa puede ser producida por uno o
mas de los siguientes microorganismos: C. chauvoei, C. septicum, C.
perfringens, C. novyiy C. sordelli.

La mancha (también llamada pierna negra o carbon sintomatico) es comun
en bovinos pero muy rara en ovinos. Se define como una enfermedad
enddgena, ya que las esporas de este microorganismo ingresan al animal a
través de la via digestiva, son absorbidas a nivel intestinal y llegan a la
circulacién sanguinea por donde se distribuyen en distintos tejidos del
organismo, pero en especial en el musculo estriado. Dentro del musculo son
fagocitados por los macréfagos que se encuentran normalmente en los
tejidos y dentro de estos pueden sobrevivir por afos. Cuando por algun
motivo se produce una reduccion del potencial de oxido-reducciéon en esta
zona, las esporas germinan y se multiplican rapidamente, produciendo
toxinas que producen necrosis en los tejidos del area, lo que a su vez
reduce aun mas la tension del oxigeno estimulando la multiplicacién de los

gérmenes. Las toxinas producidas en la zona se diseminan rapidamente, a la



circulacion general produciendo una toxina que lleva a la muerte del animal
en pocas horas. En la practica, las lesiones que mas comunmente
predisponen la mancha o el carbén sintomatico son los golpes durante los
encierros o traslados.

La Gangrena gaseosa o Edema maligno se observan tanto en bovinos como
en ovinos y en contraposicion a la mancha o carbén sintomatico, se definen
como enfermedades exb6genas ya que los microorganismos responsables de
la misma entran siempre al microorganismo a través de heridas en la piel.

Ejemplo de esto son las heridas por vacunaciones, esquilas y castracion.

El curso de la mancha o carbén sintomatico y del edema maligno puede ser
agudo o subagudo, durando entre 6 y 24 horas. Cuando el curso es agudo,
generalmente no se llegan a observar los signos clinicos. En el caso
subagudo, hay fiebre, decaimiento y cuando las lesiones se encuentran en
los miembros, hay claudicacién seguida de postracion. En las zonas con
lesiones, tanto en el carbon sintomatico como en edema maligno se observa
tumefaccién debida al edema subcutaneo y en la mayoria de los casos, a la
palpacién se siente crepitacion producida por las burbujas de gas generado
por los microorganismos actuantes. La zona afectada generalmente se
presenta en tonos azulados y fria, debida a la isquemia tisular. Una delgada
linea de hiperemia puede observarse, separando esta zona del tejido sano
circundante. En caso de edema maligno a veces pueden encontrarse las
heridas por donde se produjo la entrada de los microorganismos. (Uzal y col.
2003).

A la necropsia de la mancha o carbon sintomatico y del edema maligno se
observa generalmente la piel del area afectada azulada y a la palpacion
puede sentirse edema y crepitacion. Sin embargo, es importante recordar
que muchas veces las lesiones de carbon sintomatico se producen en
musculos que no se pueden palpar externamente tales como los musculos
sublumbares, diafragma o corazén. Como norma general se acepta que la
gangrena produce lesiones que afectan principalmente al tejido subcutaneo,

mientras que la mancha se restringe mas al musculo. Sin embargo en la



mayoria de los casos, ambos tejidos tienen algun grado de lesion en ambas
enfermedades. El musculo afectado se presenta oscuro y con frecuencia se
observan agujeros en el mismo producidos por gas, que le dan un aspecto
de “apolillado”. El liquido de las zonas lesionadas es mal oliente y en el se
pueden observar burbujas de gas. En ambas enfermedades, pero
particularmente en la gangrena gaseosa hay abundante edema subcutaneo
que a veces desde las zonas altas de los miembros puede extenderse hasta
el rodete coronario, inmediatamente por encima de la pezufia. Puede haber
liquido en cavidad abdominal, toraxica y pericardica y hemorragias en
superficies serosas. El diagndstico clinico y de necropsia brinda
generalmente un diagnéstico presuntivo de aceptable precision en ambas
enfermedades. Algo mas de aproximacién brinda la observacion de
improntas de la zona de la lesién, tefidas con la coloracion de gram, en las
que se observan bacilos gram positivos con espora terminal o subterminal.
La confirmacién del diagnéstico se obtiene a traves de la
inmunofluorescencia directa en improntas y/o del cultivo del musculo vy
exudados de la zona afectada. (Assis R. A, y col., 2001). Siempre conviene
realizar ademas histopatologia del musculo afectado ya que, aunque no
brinda un diagnéstico definitivo, reafirma el presuntivo, en caso que no
funcione el cultivo. Con el material fijado en formol enviado para
histopatologia, se puede realizar, ademas inmunohistoquimica, que se basa
en la deteccién de los microorganismos en cortes de tejidos con anticuerpos
especificos y que brinda también un diagndstico definitivo. (Uzal y col., 2001)
El diagnoéstico bacteriologico se basa fundamentalmente en el aislamiento de
Clostridium chauvoei, con la fermentacion de carbohidratos especialmente la
sucrosa y salicin y la prueba de inmunofiuorescencia en el tejido muscular
afectado y prueba de patogenicidad en animales de laboratorio. (Willis 1979,
Guzman y Micalizzii, 1992, Hamaoka y Terakado, 1993). Actualmente el
diagnostico molecular para esta enfermedad, utilizandose con éxito la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). (Takeuchiy col., 1997, Sasaki y
col., 2001, Sasaki y col., 2002).



4. ANTECEDENTES

Vargas calculd las pérdidas producidas por estas enfermedades en 480 mil
dolares anuales de 1972- 1977 en Mexico. Posteriormente, un estudio
realizado en 1990 por el Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarias
(INIP) y la Direccién General de Sanidad Animal, sefala que las
enfermedades que afectan con mayor frecuencia a la ganaderia productora
de carne en México son brucelosis, pasteurelosis bovina, carbdn sintomatico,
antrax, abortos y rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR); mientras que la
ganaderia productora de leche es afectada con mayor frecuencia por
tricomoniasis y vibriosis, ademas de las ya mencionadas (Ontiveros vy
col.,1993). En Argentina en una encuesta realizada en 1999 incluyendo la
mayoria de los laboratorios de diagnostico y/o produccion de biolégicos de la
Red de Servicio Nacional de Sanidad Animal, los miembros de la Asociacion
Argentina, se verifico que del total de especimenes clinicos evaluados,
fueron aislados entre otros clostridios, 23.5% de cada uno de C. chauvoeiy
C. septicum vy C. perfringens. En el Brazil, segun el Servicio de Sanidad
Animal del Ministerio de Agricultura y Abastecimiento fueron registrados en el
periodo de 1990 a 1999, 8098 focos de mancha y gangrena con 7623
muertes. (Rood. J., 1998, Assis. R. A, ycol. 2001).

El tratamiento de las infecciones e intoxicaciones causadas por Clostridium
es de valor limitado, pues los antibioticos y agentes quimioterapeuticos son
de poca efectividad. Ademas, en la mayoria de los casos, el curso de la
enfermedad suele ser tan rapido que los animales se encuentran
moribundos o muertos antes que el tratamiento pueda ser considerado. De
acuerdo con la literatura las clostridiasis pueden ser prevenidas eficazmente
por algun tipo de inmunégeno, siempre que se cumplan los requisitos de
control de calidad minimos necesarios para todo biolégico (Labranderos y
Hernandez, 1979, Ontiveros y col., 1993).



4.1 Bacterinas comerciales

En México, en general las bacterinas comerciales son dirigidas a proteger
contra estas infecciones con diferentes tipos de bioldgicos:

a) Clostridium chauvoei (pierna negra) y Clostridium septicum (edema
maligno), en las llamadas bacterinas dobles.

b) Clostridium chauvoei (pierna negra), Clostridium septicum (edema maligno
y Pasteurella multocida, en las llamadas bacterinas triples.

c) Clostridium chauvoei (pierna negra), Clostridium septicum (edema
maligno), Clostridium novyi (hepatitis necrotica) y Clostrium perfringens tipo
C (enterotoxemia hemorragica) y D (rifién pulposo). Vacunas de 7 vias
(Ultravac 7; UB7 vy Alfa-7, A7).Todos estos biolégicos son cultivos
formalinizados con adyuvante de hidréxido de aluminio, oleoso, o bien
registrado bajo un nombre comercial (Walter y Batty 1986, Amimoto y col.,
1997, De Groot y col., 1997, Troxel y col., 1997, Cussler y col., 2002).

En el CENID-Microbiologia desde hace afios se sabe que a pesar de
realizarse vacunaciones cada 4 6 5 meses en algunas explotaciones, éstas
no son efectivas y si aumentan el costo de produccién en las ganaderias
afectadas, ya que persisten las pérdidas ocasionadas por estas
enfermedades en las explotaciones ganaderas (Vargas 1979). En México,
Labranderos y Hernandez 1979 al evaluar la efectividad de cinco bacterinas
comerciales contra carbén sintomatico, de acuerdo a las normas oficiales
establecidas por la Direccion General de Salud Animal de la S ARH,,
encontraron que un producto protegio al 23% de los cuyes inmunizados en
dos ocasiones y desafiados con una cepa patrén y los biolégicos restantes
no confirieron ninguna proteccion. Asimismo, Ontiveros y col. 1993,
elaboraron un inmunégeno contra las infecciones causadas por C. chauvoei
y C. septicum y evaluaron su capacidad inmunogénica, comparada con la de
cuatro biolégicos comerciales. Se prepararon bacterina, toxoide y bacterina-
toxoide de ambos microorganismos. Las bacterinas elaboradas para cada
cepa confirieron una proteccién del 100% al desafio con C septicum y s6lo

un 60% con C. chauvoei. Los toxoides obtenidos no confirieron proteccion y
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la bacterina-toxoide solo protegié en un 20%. Los biologicos comerciales a
pesar de producir titulos de anticuerpos, no confirieron ninguna proteccion al
desafio con C. chauvoei, pero con C. septicum se obtuvo una proteccién del
100% por lo que se concluy6é que los productos elaborados contra pierna
negra no cumplieron con los requerimientos de potencia del Manual de
Requerimientos Minimos para Productos Bioldgicos Veterinarios vigente en
la entonces S.A.R.H. (MRMBV 1977).

Con base en los resultados anteriores, Tenorio y col. 1992 realizaron perfiles
electroforéticos de cepas de C. chauvoei y C. septicum, entre las que se
encontraban algunas de las utilizadas en la produccién de biolégicos, cepa
de referencia, cepa mantenida en el laboratorio y se observaron diferencias
en por lo menos una banda de alto peso molecular del patrén proteico en la
cepa utilizada en la produccion de biolégicos, de las cepas de C. chauvoei,
mientras que en las cepas de C. septicum no se encontraron diferencias en
el patron electroforético. Estas proteinas de alto peso molecular, al ser
transferidas al papel de nitrocelulosa, fueron reconocidas por sueros
hiperinmunes elaborados previamente en conejos, o que hace pensar que
pudiera haber diferencias antigénicas entre las cepas de C. chauvoei. (Cato
y col.,1982, Hamaoka y col.,1993, Hamaoka y col., 1994, Guzman, S., 1998).

Al igual que en México, en otros paises han realizado estudios con relacion a
evidenciar la potencia de las vacunas contra C. chauvoei, debido a que se
encontré que algunas vacunas conferian baja proteccién, lo cual puede
ocasionar brotes de pierna negra (Crichton y col., 1986, Micaizzi y Guzman,
1997, Mattar y col., 2002, Cussler. K., y col 2002).

Investigaciones realizadas por el Laboratorio Nacional de Estandares para
Productos Bacterianos en Australia, al constatar la potencia de las vacunas
elaboradas contra la pierna negra, demostraron que no se estaba utilizando
una cepa de desafio de Clostridium chauvoei que cumpliera con los
requisitos de potencia que marca el Britshis Veterinary Codex para las
vacunas que contienen antigenos de Clostridium chauvoei, que es de 10

DLsp en cobayos, como modelo de evaluacion en el laboratorio (Chandler y
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Hamilton 1975, Crichton y col., 1986, Kojima. A., y col 2000).

Micalizzi y Stefanini 1995 al evaluar vacunas elaboradas en diferentes
medios de cultivo que contenian 1- Peptona, extracto de levadura, glucosa,
KoHPO,4, MgS04.7H,0, Cisteina HCI 2. Peptona, K;HPQO4, MgSOs4, 7H0,
Cisteina HCI, Surgasa molase que es un producto rico en azucares,
vitaminas, contiene amino acidos y sustancias que contienen nitrégeno, 3.
Caldo de extracto de higado y medio semi-sintético y 4. Una vacuna
comercial, encontraron que el medio de cultivo era importante para el
desarrollo de C. chauvoei vy la potencia de las vacunas. Ya que el medio rico
en azucares y vitaminas fue en este estudio el que dio mejores resultados.
Los requisitos para la evaluacion de vacunas contra pierna negra cada dia
son mas rigurosos y se requiere de estandares precisos para el control y
evaluacién de dichos biolégicos, siguiendo este control se reduce mucho la
utilizacion de vacunas con baja potencia las cuales podrian ser las
responsables de los brotes de pierna negra (Chandler y Hamilton,1975,
Crichton y col., 1986, White y col., 1986, Walter y col., 1986, Micalizzi y
Guzman, 1995, Di Genaro y col., 1998, Sasaki. Y., y col 2001).

En México se esta utilizando una vacuna elaborada con 7 antigenos de
diferentes especies de Clostridium en bovinos productores de carne se
encontré una respuesta inflamatoria en el sitio donde fue administrada la
vacuna, con relacion al grupo control. También se observé que los animales
que recibieron la vacuna dejaron de consumir alimento. Ademas las
indicaciones para esta vacuna son administrar una segunda dosis 30 dias
después de la primera dosis. Estos resultados indican un efecto potencial
negativo en la administracién de estas vacunas llamadas de “ 7 vias” (Geral
y col., 1993, De Groot y col., 1997).

4.2 Antigenos de C. chauvoei
Por muchos afios se han utilizado vacunas contra Clostridium chauvoel,
elaboradas con una suspension de células formalinizadas, sin embargo

desde 1971 muchos investigadores se han abocado a estudiar diferentes
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antigenos de C. chauvoei, ya que se ha observado que de las cepas
utilizadas en la produccion de vacunas, algunas son mas inmunogénicas que
otras (Chandler y Gulasekharam 1971, Chandler, H.M., 1975), lo que se ha
relacionado con cepas de diferente virulencia, esto puede deberse a la
existencia de diferentes antigenos en las cepas de Clostridium chauvoei, ya
que se ha reportado la accidn protectora de antigenos flagelares y somaticos
(Stebenson y col., 1980, Tamuara y Tanaka, 1984, 1987, Tamuara y col.,
1992, Hamoaka y col., 1993, Hamoaka y col, 1994). Los antigenos
flagelares han sido estudiados en la proteccion de ratones a la infeccidén con
C. chauvoei.

Tamuara y Tanaka 1987 encontraron que estas proteinas conferian
inmunidad al desafio debido a la accién opsonizante de los anticuerpos
antiflagelares producidos y esta inmunidad podia ser transferida a otro
animal en forma pasiva. Estos estudios se han realizado utilizando cepas
flageladas y mutantes no flageladas, con el fin de conocer el papel de estos
apéndices en la respuesta inmune (Chandler y Gulasekharam, 1971,
Chandler, H.M., 1975, Hamaoka y Terakado, 1993). Otros estudios se han
abocado en conocer la inmunogenicidad de los antigenos somaticos de C.
chauvoei, ya que se han encontrado en electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS proteinas caracteristicas de la especie y otras que varian
de cepa a cepa (Poxton. I.R., 1981, 1984). Dentro de los antigenos,
somaticos y flagelares se ha descrito que son altamente antigénicos y se
presume que la inmunidad conferida en los animales es primordialmente
debida a ellos (Claus y Mecheak, 1972, Hamoaka y col., 1993, 1994).
Algunos de estos antigenos somaticos son termo-estables los cuales
corresponden a proteinas de membrana y otros termo-labiles que se
encuentran en la pared celular (Wiley y Schneewind, 1999). En pruebas de
inmunofluorescencia se encontré que posen antigenos comunes entre las
especies de Clostridium chauvoei y Clostridium septicum y que no son
detectadas en la prueba de aglutinacién con antigeno soluble (solubilizado
con EDTA) (Hamaoka y Terakado, 1993).
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Es preciso conocer cuales son las proteinas de superficie que son
reconocidas por sueros hiperinmunes y determinar su capacidad
inmunogénica en animales de laboratorio, por o que es necesario aislarlas y
tenerlas en cantidad suficiente, para realizar los ensayos tendientes a
conocer sus propiedades inmunogenicas.

La obtencidn de estas proteinas y su posible utilizacion como inmunogenos,
podria ser un camino para mejorar la proteccion de los animales contra la
pierna negra.

Las técnicas experimentales de ingenieria genética y biotecnologia pueden
ofrecer soluciones potenciales al problema como el aqui planteado, ya que
presentan actualmente metodologia que lleva a una mejor seleccién de
antigenos (Dailey y Schloemer, 1988, Arnon y Regenmortel, 1992, Michal y
col., 1993, Little. M., y col. 1993). Mediante esta tecnologia es posible clonar
y producir los antigenos relevantes de un microorganismo patdégeno en otro
que no lo sea y que no esté relacionado con el primero. Como de los
microorganismos donde se hace la clonacion se conocen sus mecanismos
de regulacion, se logran obtener grandes cantidades del antigeno clonado
(Bolivar Z.F., 1979, Helfman y col., 1983,Geral y col., 1993, Miller y Kaper,
1994, SasaKi. Y., y col 2002).

Para la obtencién de antigenos por ingenieria genética es necesario contar
primero con un banco o biblioteca de genes. Un banco genomico es un
conjunto de clonas que contienen fragmentos de DNA que juntos
representan todo el genoma del microorganismo en estudio. A través de un
niamero suficientemente grande de clonas, se puede pensar que la
secuencia que codifica para el antigeno importante del mismo esté presente
en alguna de las clonas (Daiyley y Schloemer 1988, Tenorio 1990).
Recientemente las vacunas de DNA tienen un gran avance sobre las
vacunas convencionales, aunque la produccidon de anticuerpos y la
proteccion conferida a menudo no son adecuados particularmente en las

vacunas elaboradas a partir de un solo plasmido (Caselli. E., y col. 2005).
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Se debe considerar algunos aspectos sobre la efectividad de una vacuna:
a) La cobertura de inmunizacion en la poblacion bovina. b) Baja produccién
de respuesta humoral cuando se utilizan vacunas elaboradas con un solo
plasmido. C) Estas vacunas requieren de la aplicacién de un refuerzo para

obtener una mejor respuesta humoral y celular. (Freede. M., Aguado. MT.
2005).

15



5. JUSTIFICACION

Clostridium chauvoei es el agente causal del carbdn sintomatico en los
bovinos y ocasionalmente en ovinos, es una enfermedad que causa grandes
pérdidas econdmicas en la ganaderia nacional. EI empleo de bacterinas
comerciales contra carbon sintomatico protege en cierta medida a los
animales, pero a pesar de realizarse vacunaciones periodicas estas no son
efectivas y se presentan brotes en la poblacion bovina lo que aumenta el
costo de produccidon. Por lo que es importante desarrollar nuevos
inmundgenos que logren una mejor proteccion contra el carbén sintomatico

en el ganado.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar cudles son los principales antigenos de Clostridium chauvoei que
son reconocidos por el sistema inmune de los animales, con fin de clonar
uno de ellos en Escherichia colii asi como conocer la capacidad

inmunogeénica del antigeno seleccionado en animales de laboratorio

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar la Dosis letal al 100% en cuyes con la cepa de desafio que se
utilizara para evaluar la inmunidad inducida por los diferentes inmunogenos.
2) Producir sueros hiperinmunes especificos contra los principales antigenos
de C. chauvoei.

3) Identificar y purificar los principales antigenos de C. chauvoei reconocidos
por los sueros hiperinmunes.

4) Determinar la proteccion conferida en cuyes por estas proteinas, en
comparacién con las bacterinas comerciales.

5) Clonacién de proteinas de C. chauvoei que confieran mejor proteccién en
los cuyes, en E. coliy que estas clonas expresen estas proteinas.

6) Determinar la proteccion conferida en cuyes por la proteina recombinante.
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7. METAS

1) Contar con una Dosis Letal 100% que pueda ser utilizada para el control
de los bioldégicos de C. chauvoei.

2) Conocer si se reconocen los mismos antigenos en las cepas de C.
chauvoei utilizadas en la produccion de bioldégicos que en las cepas de
campo.

3) Conocer el grado de proteccion de estas proteinas para su posible
utilizacidbn como inmunogenos.

4) Contar con un banco genomico y obtener las clonas que expresen las

proteinas inmunogénicas de C. chauvoei.
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8. MATERIALES Y METODOS

FASE |

8.1 Cepas bacterianas.

Las cepas de Clostridium chauvoei (CH56) mantenida en el laboratorio, la
utilizada para la produccion de biolégicos (CH4), aislada de un caso de
pierna negra en el estado de Chiapas (CH3008).

Estas cepas fueron identificadas y caracterizadas por medio de su
morfologia colonial. Desarrolladas en agar sangre y atmdsfera anaerobia a
37 C, colonias pequefias 1-2 mm de diametro después de 48 hrs de
incubacion, irregulares, brillantes y semitransparentes. Observandose una
ligera hemdlisis cuando fueron cultivadas en agar sangre de carnero,
fermentando la glucosa, lactosa, maltosa sucrosa, con la produccion de
acido sulfidrico sin la produccion de indol. (Manual Bergery’s) y confirmado
por anticuerpos fluorescentes contra Clostridium chauvoei (Holt 1984,
Guzman y Micalizzi 1992.).

También se reprodujo la enfermedad en forma experimental en cobayos, los
cuales fueron inoculados con 1 ml de un cultivo fresco de 24 horas de
Clostridium chauvoei.(CH56),(CH 4), (CH 3008) en la cual se observo edema
y la muerte después de 24 horas. Observandose una considerable formacion
de gas en el tejido. En el postmorten se encontré un edema sanguinolento
de rojo muy oscuro que se difundidé en el sitio de la inoculacion hacia el
abdomen, los musculos cerca del sitio de la inoculacion se encontraron de
un color rojo muy oscuro y con una gran cantidad de gas en el tejido
lograndose aislar el Clostridium chauvoei del corazdén y del higado en
particular. (Holt,J.G., 1984, Guzman y Micalizzi, 1992.)

Para los desafios de los animales, se utilizé la cepa de referencia (ATTC
10092) que cuenta con todos los requisitos del Manual de Requerimientos
Minimos para Productos Biolégicos Veterinarios SARH. (MRM 1977).

La cepa utilizada para la transformacién fue Escherichia coli DH5« que tiene
el fenotipo r- , m+, lac Z-(Hanahan 1983), del cepario del laboratorio de

bacteriologia del CENID-Microbiologia.



8.2 Medios de cultivo

Para el mantenimiento de las cepas de C. chauvoei se utilizaron los medios
de Carne cocida (Meynell G.G.1965, Claus y Mecheack, 1972), y para el
desarrollo masivo de C. chauvoei se utilizo el medio de Smith Holdeman
(Smith y Holdeman, 1975 ), ya que este permite tener una mayor cantidad de
células sin esporular. Para el crecimiento de Escherichia coli DH5« se utilizd
el medio de Luria-Bertrani (LB) y para las células transformadas al medio LB

y el Agar McConkey, ambos con ampicilina (Theron y Cloete, 2000).

8.3 Produccion de bacterina experimental

Se inoculd la cepa de C. chauvoei mantenida en el laboratorio(CH 56), en
medio de Smith-Holdeman y se incubé a 37C, durante 48 hr. Después de
esto se adicion6 formaldehido a una concentracion final de 0.5% y se
mantuvo a temperatura ambiente durante 72 horas. El cultivo se centrifugd a
2 500 X g durante 20 min y las células se lavaron con PBS pH 7.2.
Finalmente se suspendieron las células en el mismo amortiguador y la
concentracién fue igual al de las bacterinas comerciales (2x10° m.o/ml). Esta
se ajusto por medio del tubo 3 del nefelometro de MacFarland, adicionando
adyuvante de Hidroxido de Aluminio al 0.1%. Bacterinas comerciales
(Geral.L., y col., 1994. Claude Leclere., 2003)

8.4 Obtencion de esporas de C. chauvoei

La cepa de referencia (ATCC 10092) fue desarrollada en medio de Maloy en
forma masiva con el fin de tener una gran cantidad de células, las cuales se
lavaron con PBS. Estas células se resuspendieron en glicerol al 100% y se
mantuvieron en agitacién constante durante 15 dias a temperatura ambiente.
Después de este tiempo se verificd la presencia de esporas por medio de la
tincion de Schaeffer y Fulton que consiste en cubrir la laminilla con solucién
acuosa de verde de malaquita al 5% y calentar hasta formacion de vapor

durante un minuto, lavar bajo agua corriente, contrastar con solucién acuosa
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de safranina al 0.5% durante 15 seg. lavar con agua y escurrir los cuerpos
bacterianos se tifien de azul, las esporas de rojo, posteriormente se
cuantificaron por medio de la técnica del nUmero mas probable de esporas la
cual consiste en hacer diluciones logaritmicas en medio de Maloy en una
serie de 5 repeticiones por dilucién incubandose por 18 hrs a 37 C. y
posteriormente haciendo la lectura de desarrollo de cada uno de los tubos y
por medio de tablas definidas se determino el nimero mas probable de
esporas (Meynell G.G.,1972, Cowan y Steel's 1979, Chirton y col., 1986).

8.5 Determinacion de la dosis letal 100% (DL1qo)

La dosis letal se determiné siguiendo el procedimiento descrito por Reed-
Muench, utilizando cobayos de 350~450 gramos de peso (Chirton y col.,
1986). Se prepardé una suspension de esporas con la cepa (ATCC 10092)
(Amimoto y col., 2001) mezclada con una solucién de CaCl, al 5% en una
relacion 2:1. Se administré 1 ml por via intramuscular y se cuantificaron las
muertes que se presentaron durante 3 dias posteriores al desafio (Cameron
y col., 1986, Amimoto y col., 1997).

8.6 Prueba de potencia.

Se utilizaron 15 cobayos del mismo sexo con un peso de 350 a 450 gr., cinco
se utilizaron como testigos y diez de estos se vacunaron con 1 ml de
bacterina experimental 2X10° m.o/m, equivalente a 1/5 parte o la mitad de la
dosis bovina, por via subcutanea, en el cuello atras de la oreja. Veinte dias
después se les aplicé una segunda dosis. Catorce dias después de la ultima
vacunacioén todos los animales se desafiaron intramuscularmente con una
suspensiéon de esporas (0.5 ml de CaCl, al 5%), 10 dosis letales minima
(MLD) (1.2 X 10® numero mas probable) de la cepa de Clostridium chauvoei,
(ATCC 10092), estos animales fueron observados diariamente durante siete
dias después del desafio.

La prueba se consideré satisfactoria cuando por lo menos el 80% de los

animales testigos murieron y el 80% de los vacunados sobrevivieron
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(Chiirton y col., 1986, Ontiveros y col., 1993).

8.7 Obtencion de extractos crudos de C. chauvoei

Las cepas de C. chauvoei mantenida en el laboratorio (CH586), la utilizada
para produccion de biologicos (CH4) la cepa aislada de campo en el estado
de Chiapas (CH3008) y cepa de referencia (ATCC 10092) se cultivaron por
separado y fueron cosechadas en solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.2
(PBS), La suspension bacteriana fue centrifugada a 6 000 X g durante 15
min. y ajustadas en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 610 nm
a una concentracion de 10° m.o/ml (Webster y Frank, 1985, Poxton |.R.,
1984, Tenorio y col 1992).

8.8 Obtencion de proteinas totales de C. chauvoei

El paquete celular se sonico (ULTRASONIC PROCESOR Continued),
utilizando 10 pulsaciones de 10 segundos cada uno y se centrifugé a 6 000 X
g por 15 minutos para la remocién de restos celulares. (Beckman L8-M). El
sobrenadante se separd, correspondiendo al sedimento a las proteinas
totales. La pastilla se resuspendi6 en PBS pH 7.2 por medio de un
homogenizador manual, se hicieron alicuotas de 20 ml, guardandose a -70°C

hasta el momento de su uso.(Helenius y Simons, 1975).

8.9 Método para la recuperacion cuantitativa de las proteinas unidas a
compuestos organicos

A 100 pl de proteinas totales se le agregaron 400 ul de metanol, se
homogenizaron y se centrifugaron por 10 segundos a 10 000 X g. Después
se le agregaron 100 pl de cloroformo y nuevamente se homogenizé y se
centrifugo.

Para la separacién de la fase organica se adicionaron 300 ul de agua
destilada, se agit6 y centrifugdé por un minuto a 10 000 X g. La fase superior
se removio cuidadosamente y se desechd. A la fase restante le fueron

adicionados 300 pl de metanol, se agitaron y centrifugaron por dos minutos a

22



10 000 X g. El sobrenadante fue removido y el paquete de proteinas, se seco
bajo flujo de aire y se guardd a -70°C hasta su uso (Wessel.D., y Fluge. U.l,,
1983).

9. Cuantificacion de proteinas

El contenido de proteinas totales fue determinado por colorimetria, utilizando
el meétodo de microtitulacion de Bradford (Bradford, 1976). Cada vial de
proteina se solubilizé con 100 ul de amortiguador. Se construyé una curva de
referencia con albumina sérica bovina de 1 a 10 ug/ml en PBS. 10 ul de
muestra de proteina fueron mezclados con 190 pl de reactivo de Bradford.
Esto se realizd para los extractos crudos y proteinas de membrana de las
cepas de C. chauvoei. La lectura se realizd en un lector de microplacas de
ELISA (Immunoskan plus) a 405 nm.

Para conocer la concentracion de proteina de cada una de las muestras, se
correlaciond la absorbancia obtenida con la proteina en la curva estandar de
albumina sérica bovina. El calculo matematico que se utilizé para obtener la

cantidad de proteina en los 10 ul de muestra fue la regresion lineal.

9.1 Obtencion de sueros hiperinmunes.

Se siguid el mismo calendario de inoculaciones tanto para la Bacterina
experimental y de proteinas de membrana.

Se formaron grupos de dos conejos Nueva Zelanda de 2 kg de peso. Estos
animales se inocularon en 4 ocasiones con 1 ml de la bacterina experimental
(CHS56) por via subcutanea, con 2 X 10° mo/ml, el indculo fue estandarizado
en un nefelometro de Mc Farland mas adyuvante completo de Freund. A
intervalos de cuatro dias entre cada dosis aplicada. Se sangraron a los
animales via intracardiaca, cuatro dias después de la ultima inoculacion, y
por centrifugacién a 1320 X g durante 15 min se obtuvo el suero, el cual se
conservo en congelacién a -20°C en alicuotas de un mililitro en tubos de
plastico debidamente identificados. Los sueros obtenidos se titularon por la

prueba de fijaciéon de complemento, esta prueba consiste en trabajar con
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diluciones dobles del suero a titular en microplacas de 96 pozos, con un
primer sistema antigeno-anticuerpo y el complemento, incubando a 37 C por
45 min y un sistema indicador, formado por los glébulos rojos de ovino y la
hemolisina, (sistema hemolitico) incubando a 37 C por 30 min después de
este tiempo se centrifugan las placas a 1000 X g durante 10 min leyendo al
50% hemolisis. (Chadler H.M. 1992, Ontiveros y col., 1993).

9.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida Dodecil sulfato de sodio
(PAGE- SDS)

La separacion de las proteinas, se llevd a cabo en geles discontinuos de
poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS) en condiciones
no reductoras, por el método de Laemmli, 1970, de forma que las posiciones
de las diferentes proteinas en gel fueran en funcién de sus tamafios
moleculares. Para ello se emple6 una camara de electroforesis vertical con
placas de 8 x 10 cm (Gibco MiniV8).

9.3 Preparacion de la muestra

Basandose en la concentracion de la proteina, se calculd la concentracidon
necesaria de la proteina 10 pl que se colocé por pozo en el gel de
poliacrilamida. Equivalente cada uno de estos volumenes a una
concentracion de proteina de 10 ug/ul. Para cada cantidad de muestra se
agregd un volumen igual de amortiguador de muestra (Tris, SDS, Glicerol y
Pironina) y un amortiguador de lisis (PMSF, PHMB, Leucopectina y EDTA)
se coloc6 en Bafio Maria a ebullicion, durante cinco minutos, para lograr la
desnaturalizacion de la proteina en presencia de SDS, posteriormente se
agrego 2-Mercapto-etanol en un 10% del volumen total de la muestra y se

coloc6 en Bafio Maria a ebullicién durante un minuto.

9.4 Preparacion de los geles (PAGE-SDS) y corrimiento electroforético
Se prepararon geles de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio al 10, 12.5 y

15%, (Laemmli, 1970). Entre las placas de vidrio, se coloc6 el gel de
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corrimiento. Para obtener una o6ptima resolucion de proteinas, se preparo el
gel concentrador, el cual se coloco en la parte superior del gel de
corrimiento. Después de polimerizar, el gel fue colocado en la camara de
electroforesis que contenia amortiguador de corrimiento. Se retird
cuidadosamente el peine y se colocaron los marcadores de peso molecular
con rango de 9.5 a 207 kDa y las muestras en cada pozo de los extractos
crudos y proteinas de membrana de cepas de C. chauvoei mantenida en el
laboratorio (CH56), la utilizada para produccién de bioldégicos (CH4) la cepa
aislada de campo en el estado de Chiapas (CH3008) y cepa de referencia
(ATCC 10092).

De cada corrimiento que se realizd, se hicieron dos geles, uno para ser
tefiido con Azul brilante de Coomassie R-250 y el otro para la
inmunotransferencia. La masa molecular aparente de la proteina fue
determinada por comparacién con la movilidad relativa de los marcadores de
los pesos moleculares estandares (Weber y Osbom 1969). Para la
inmunotransferencia, las proteinas fueron transferidas segun la técnica
descrita por Towbin y col. (1979) a membranas de nitrocelulosa de 0.45 ym
(Gibco. USA) emplendo el Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell
(Biorad, USA). Para la identificacibn inmunogénica se uso un suero
hiperinmune policlonal, producido en conejo con titulo de 1:512 a la prueba
de fijacion de complemento y como anticuerpo secundario proteina A
conjugada con peroxidasa 1:1500 (Sigma Chemical Co). (Cleveland y col.,
1997).

9.5 Tincion de geles de poliacrilamida

Después de finalizar la electroforesis, uno de los geles fue colocado en un
recipiente que contenia solucion Azul brillante de Coomassie R-250 en un
volumen suficiente para cubrir el gel completamente, la tincidn se llevo a
cabo por 24 horas en agitacion. posteiromente, el exceso de colorante del
gel se elimin6é con solucion destefidora, hasta lograr apreciar con claridad

las bandas proteicas y fue conservado en acido acético al 10%.
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El peso molecular de las proteinas fue estimado por su posicién en el gel,
comparado con un estandar de proteinas conocido (marcador de peso
molecular), corrido en el mismo gel, utilizando el coeficiente de movilidad

relativo o Rf.

9.6 Semipurificacion de proteinas de membrana de C. chauvoei por
Membranas de Amicén

Se realizd una semipurificacion de proteinas de membrana mayores de 100
kDa por medio de membranas de Amicon (centriplus YM 100), que tiene la
finalidad de separar por medio de centifugacién por 90 minutos a 1320 X g
separando las proteinas menores de 100 kDa, después todo lo que no se
filtro se paso a otro tubo centrifugando por 10 minutos a 1320 X ¢
obteniéndose todo lo que no se filtro proteinas mayores de 100 kDa en una
centrifuga JOVAN GR 2022 vy posteriormente separandolas por
electroelucién (Shelley y col., 1986, Maniatis y col., 1989).

9.7 Proteccion conferida por proteinas de C. chauvoei

Se siguié el método recomendado por el MRM para biolégicos elaborados
con C. chauvoei. Se formaron grupos de 20 cuyes cada uno, los cuales se
inocularon por via subcutanea con: i) Bacterina experimental 1ml de una
mezcla de 500 pyl de una suspension de células de C. chauvoei
estandarizadas a 2 X 10° mo/m! mas 500 ul de hidroxido de aluminio al
0.1% (adyuvante); ii) Proteinas de 156 kDa, 50 ug/ul de proteinas de C.
chauvoei mas 500 ul de hidroxido de aluminio al 0.1% (adyuvante). iii)
Bacterina experimental enriquecida con proteinas de 156 kDa de C.
chauvoei; 500 pl. iv) 500 ul de solucién salina fisioldgica mas 500 ul de
hidroxido de aluminio al 0.1% (grupo control).

Se administré un refuerzo a los 14 dias de la primera inoculacion en la mitad
de los animales de cada grupo. Después de 14 dias de la ultima inoculacién
todos los animales se desafiaron con 10 DLygy y se registraron las muertes

en los tres dias posteriores al desafio. Tomando en cuenta los resultados
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obtenidos se eligieron las proteinas que dieron una mejor proteccion, las
cuales se clonaron posteriormente (Cameron y col., 1986, Crichton y col.,
1986, Amimoto y col 1997).

FASE Il

10. Obtencion de ADN cromosoémico de C. chauvoei

De un cultivo masivo de C. chauvoei se separaron las células, las cuales se
resuspendieron en 5 ml de una solucion Tris-EDTA, 50 mM de pH 8.0 a la
cual se le adicionaron 10mg/ml de lisozima a 4 C por 45 min. Después se le
adicion6 1 ml de solucién STEP (SDS 0.5%, Tris 50mM (pH 8.0), EDTA 0.4
M (pH 8.0) y proteinasa K 1 mg/ml); se incubé a 50 C durante 1 hora,
posteriormente se hizo una extraccion con 6 ml de fenol amortiguado con
Tris-HCI, se mezcl6 y se centrifugd a 1320 X g por 15 min. A la fase acuosa
se le adicioné un décimo de volumen de acetato de potasio 3M y se precipitd
el material genético con dos volumenes de etanol. El material genético se
resuspendid en 5 ml de solucion TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) a la que se
le agregaron 10 pg/ml de RNAsa por 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente se agregd un volumen igual de cloroformo, se emulsifico la
solucién y se centrifugd a 1320 X g por 15 min, separando la fase acuosa,
se realizd una segunda extraccién con fenol, y el DNA se precipitd con
acetato de potasio 3M pH 5.0 y dos volumenes de etanol. ElI DNA obtenido
se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm y se visualizé6 en geles de
agarosa al 0.7% (Maniatis y col 1989, Theron y Cloete 2000).

10.1 Obtencion de fragmentos de ADN cromosomico.

El DNA cromosdmico fue cortado con la endonucleasa Sau3Al. Con el fin de
obtener fragmentos con un tamafio promedio de 2000 pares de bases (2
Kpb) que no fuera demasiado grande para el vector, se realizd una cinética
de restriccién, en la cual se vario el tiempo de accion de la enzima para
determinar el tiempo de accion del tamano de los fragmentos deseados
(Maniatis y col., 1989, Kojima y col., 2000).
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10.2 Obtencion del plasmido vector

Se utilizd como vector para la amplificacién de los diferentes segmentos
genémicos de C. chauvoei el plasmido pBluescript que contiene como
marcadores genéticos la resistencia a la ampicilina y la complementacién
para que la cepa receptora pueda utilizar la lactosa (Davis y col., 1986,
Helfman y col., 1983). El plasmido se extrajo de la cepa de E. coli DH5a por
medio de la técnica de lisis alcalina descrita por Birmboim y Doly, 1979, que
se describe a continuacion:

Un cultivo de 5 ml de E. coli DH5a en desarrolio logaritmico se centrifugd y el
paquete celular se suspendié en 400 ul de solucion I: Tris 25mM ( pH 8.0),
EDTA 10 mM (pH 8.0), y glucosa 50 mM, a 4 C durante 5 min.
Posteriormente se agregaron 400 pul de la solucién Il: NaOH 0.2M y SDS 1
%, se agitd suavemente hasta tener una solucién translucida. Posteriormente
se adicionaron 300 ul de acetato de potasio 3 M pH 5.0 agitandose
suavemente hasta formar un coagulo blanquecino. Después se congel6 en
hielo seco-etanol y se centrifugé a 7 500 X g por 20 min. El sobrenadante se
separ6 y se le adicionaron dos voliumenes de etanol fri6, se centrifugd a 5

500 X g y se decanté el etanol, finalmente el precipitado se disolvié en TE.

10.3 Restriccion del plasmido

El plasmido pBluescript fue cortado con la enzima BamHI|, ya que este
plasmido tiene un solo sitio de restriccion para esta enzima, ademas los
extremos cohesivos producidos por esta enzima son complementarios a los
producidos por la enzima Sau 3Al utilizada en la restriccion del DNA

cromosémico.

10.4 Electroforesis de ADN
Los DNAs tanto de plasmidos como de fragmentos de restriccion del
cromosoma se separaron y observaron por electroforesis en gel de agarosa

al 0.6%. Estos geles se prepararon fundiendo la agarosa en TAE (Tris base
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40 mM, acido acetico 20 mM, EDTA 1 mM pH 8) y se colocaron 15 ml en
una minicamara para geles submarinos. Una vez gelificada la agarosa, se
depositaron las muestras previamente mezcladas con 1 ul de colorante de
cargado tipo lil (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25% y glicerol 30%
en agua bidestilada estéril). Posteriormente se aplicé una carga de potencial
de 70 Volts/cm dejandose correr durante 70 min, se tifié por 5-8 min por
inmersion en una solucion de 5 ug/mi de bromuro de etidio y se eliminé el
exceso de bromuro de etidio con agua. Finalmente se observé con la ayuda

de un transiluminador de luz ultravioleta de onda corta (Maniatis y col 1989).

10.5 Ligacion

Los fragmentos de DNA de C. chauvoei y el plasmido linearizado se unieron
mediante la accion de la DNA ligasa del fago T4, durante 16 horas a 4 C.
Estos DNAs se pusieron en la mezcla de ligacion en una relacion 3:1 (DNA

cromosémico -DNA plasmido) (Hanahan y col 1983, Hackett y col 1988).

10.6 Obtencidon de células competentes

En 5 ml de medio LB se desarrollé E. coli DH5a hasta tener una absorbancia
a 590 nm de 1.0 (fase exponencial tardia). Con 1 ml de esta suspension se
inocularon 50 ml de medio LB a 37 C con agitacion hasta que el cultivo llegd
a su fase exponencial temprana (aproximadamente de 0.3-0.4 DO a 590
nm). Posteriormente se centrifugaron las células a 2 500 x g por 10 min y se
resuspendieron con CaCl, 0.1 M estéril a 4 C, a un 40% del volumen inicial y
se mantuvieron en hielo por 20 min, se centrifugaron a 2500 g por 10 min y
se suspendi6 el paquete celular en CaCl, 0.1 M frio a un 5% del volumen
anterior. Estas células se mantuvieron a 4 C durante 16 hr (Cepaldo y col.,
1974)).

10.7 Transformacién
Con el producto de la ligacidon se llevoé a cabo la transformacion utilizando

celulas competentes de la cepa DH5a de E. coli. Para esto se pusieron 100
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ng de DNA ligado con 100 ul de células competentes en hielo por 20 min. Se
les provocd después un choque térmico a 42 C por 2 min, después de lo cual
se les agregé 1 ml de caldo LB precalentado a 37 C, y se sembraron en
placas de agar LB con 100 pug/mi de ampicilina para seleccionar las células
transformadas.

Esta transformacion se llevé a cabo manteniendo una relaciéon de una
bacteria por copia de plasrnido. La seleccion de las células transformadas se
realizé en Agar MacConkey con ampicilina, ya que el plasmido pBluescript
confiere resistencia a este antibiético. Se seleccionaron las clonas que
presentaron resistencia a la ampicilina y que no fermentaron la lactosa (Miller
y Kaper, 1994).

10.8 Tamizado del banco de genes de C. chauvoei

En papel filtro de nitrocelulosa (0.45 p, Millipore), se tomaron las clonas de
placas de agar LB con ampicilina. Las clonas se replicaron en papel de
nitrocelulosa hasta tener un diametro de 1-2 mm, entonces los filtros fueron
removidos del agar y expuestos a vapores de cloroformo por 15 a 20
minutos (técnica de lisis in situ de Helfman y col. 1983). Después cada filtro
se traté individualmente con 10 ml de tris-HCI 50 mM (pH 7.5), NaCl 150
mM, MgCl 5 mM, 1 ug/ml de DNAsa y 40 pg/ml de lisozima y 3% de BSA.
Los filtros fueron agitados suavemente durante toda la noche con la solucién
anterior a temperatura ambiente, posteriormente se mantuvieron en Tris
salino (Tris-HCI 50 mM a pH 7.5, NaCl 150 mM) durante toda la noche, para
remover todos los dentritus bacterianos y se frotdé suavemente con un dedo
cubierto con un guante. Es conveniente adsorber estos sueros con lisados
de la bacteria huésped y de especies bacterianas relacionadas. El lisado se
preparé desarrollando la cepa de E.coli DH5« (500 ml) hasta la fase
estacionaria y por centrifugacion se obtuvo el paquete celular, el cual se
resuspendid en agua desionizada (5 ml) y se mantuvo en bafo Maria
durante 5-10 minutos. Un mililitro de este lisado se utilizé para adsorber 100
ml de suero diluido (1:100), durante 2 hr a 4°C.
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Una vez adsorbido el suero se quitaron los restos celulares por
centrifugacion 10 000 X g. Cada filtro fue incubado por una hora a
temperatura ambiente con 8 ml de suero adsorbido, con agitacién suave.
Seguido de la incubacion con el primer anticuerpo, los filtros se lavaron con
Tris-salino a temperatura ambiente (cinco cambios de 20-30 min cada
lavado).

Posteriormente se incubé cada filtro con el segundo anticuerpo que fue
proteina A conjugada con peroxidasa (Sigma), diluida con 10 ml de Tris
salino con 3% BSA. Después de 1 hora de incubacion a temperatura
ambiente, los filtros fueron nuevamente lavados con Tris salino (cinco
cambios); y puestos en contacto con la solucién reveladora (diamino
bencidina y perdxido de hidrégeno) durante una hora con agitacion suave.
Una vez detectada una colonia positiva en el primer tamizado, ésta fue
aislada y nuevamente replicada en nitrocelulosa, que sirvi6 como plantilla
para replicarla en placa de agar; por otro lado este filtro sirve para confirmar
el aislamiento al realizar nuevamente todo el procedimeinto del tamizado y
asegurar que la colonia produjo la proteina detectada (Helfman
1983, Tenorio 1990).

10.9 Caracterizacion de los antigenos por medio de geles de
poliacrilamida-SDS e inmunotransferencia.

Ya purificada la clona, ésta se desarroll6 hasta fase estacionaria en 3-4 ml
de medio LB con ampicilina (100 pg/mi), 1-1.5 ml de cultivo fueron
centrifugados (microfuga, Sorvall), el medio fue desechado y el boton se
resuspendié en 200 pl de amortiguador de muestra, agregandole acido
etilendiamino tetra acético (EDTA) 2 mM, etilen glicol-bis(Baminoetil eter)-
N,N,N’ N’-acido tetra acético (EGTA) 2 mM vy fenilmetilsulfonil fluoruro
(PMSF) 2 mM. El tubo se puso a barfio Maria por 3 min y las proteinas fueron
analizadas por electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS) al 10%
y 12% con SDS al 0.25% (Laemmli, 1970). ComUnmente entre 5y 10 pul del

lisado bacteriano (25 pg) fueron suficientes para observar las proteinas por
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tincion con Azul brillante de Coomasie R-250. Para la identificacion de las
proteinas de 156 kDa de Clostridium chauvoei expresados por estas clonas,
las proteinas separadas por PAGE-SDS se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa y posteriormente se incubaron con sueros hiperinmunes contra
proteina de membrana de Clostridium chauvoei segun el procedimiento

descrito por Towbin y col.,1979, Little y col., 1993).

11. Determinacion de la protecciéon conferida en cuyes por la proteina
recombinante

Se formaron grupos de 20 cuyes cada uno, los cuales se inocularon por via
subcutanea con 500 ul de una mezcla de 250 pl (10 pg/ul) de proteinas
recombinantes mas 250 pl de hidréxido de aluminio al 0.1% (adyuvante).
Grupo1) Con la proteina recombinate 220 mas adyuvante; GrupoZ2) Proteina
recombinante 550 mas adyuvante Grupo 3) Solucién salina fisioldgica mas
adyuvante (control).

Se administré un refuerzo a los 14 dias de la primera inoculacion en la mitad
de los animales de cada grupo. Después de 14 dias de la ultima inoculacion
todos los animales se desafiaron con 10 DLso y se registraron las muertes en
los tres dias posteriores al desafio (Chadler H.M. 1992, Ontiveros y col.,

1993).
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12. RESULTADOS

12.1 Obtenciéon de las cepas bacterianas

Se obtuvieron extractos crudos y proteinas de membrana de cepas de
Clostridium chauvoei. La cepa (CH56) mantenida una en el laboratorio, la
(CH4) utilizada en la produccion de biologico, la cepa aislada (CH3008) de
un caso en el estado de Chiapas y la cepa de referencia (ATCC 10092). Los
extractos crudos se les realizd6 geles de poliacrilamida SDS, encontrandose
diferencias en su perfil proteico principalmente en proteinas de 156, kDa de

peso molecular con relacion a una cepa productora de biolégicos (Figura 1).

12.2 Determinacion de la dosis letal 100% (DL1g0)

Siguiendo el procedimiento descrito por Reed-Muench, se prepard una
suspension de esporas con la cepa ATCC 10092. Se encontrd obteniendo
que 10 esporas de la cepa estudiada son capaces de matar a un cuye
(DL1oo). Esta dosis se utilizd para evaluar la inmunidad inducida por los

diferentes inmunogenos.

12.3 Prueba de potencia

El 80% de los animales vacunados con la bacterina experimental con
Clostridium chauvoei (CH56) sobrevivieron, al desafio de la cepa de
referencia y por otro lado los animales utilizados como control murieron

todos (100 %) al desafié con la misma cepa.
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Figura.1 Gel de poliacrilamida-SDS 12 % Carriles 1) marcador de peso molecular,
2) Extracto crudo de Cepa de referencia ATCC de C. chauvoei (10092), 3) Extracto
crudo de Cepa 3008 de C. chauvoei, aislada de un caso de pierna negra en el
estado de Chiapas, 4) Extracto crudo de Cepa CH56 de C. chauvoei mantenida en
el laboratorio y 5) Extracto crudo de Cepa CH04 de C. chauvoei utilizada en la
producciéon de Biologicos. Tefidos con Azul de Coomasie.
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Figura 2. Gel de poliacrilamida-SDS 12 % Carriles 1) marcador de
peso molecular, 2) Proteinas de membrana Cepa de referencia
ATCC de C. chauvoei (10092), 3) Proteinas de membrana Cepa
3008 de C. chauvoei, aislada de un caso de pierna negra en el
estado de Chiapas, 4) Proteinas de membrana Cepa CH56 de C.
chauvoei mantenida en el laboratorio y 5) Proteinas de membrana
de Cepa CHO04 de C. chauvoei utllizada en la producciéon de
Bioldgicos. Teriidos con Azul de Coomasie.
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Figura 3. Inmunotransferencia Carriles 1) Marcador de peso
molecular, 2) Proteinas de membrana de cepa de referencia
ATCC de C. chauvoei (10092), 3) Proteinas de membrana de
cepa 3008 de C. chauvoei, aislada de un caso de pierna
negra en el estado de Chiapas, 4) Proteinas de membrana de
cepa CH56 de C. chauvoei mantenida en el laboratorio y 5)
Proteinas de membrana de Cepa CHO04 de C. chauvoei
utilizada en la produccién de Biologicos. Tefiidos con diamino
bencidina.
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12.4 Produccion de sueros hiperinmunes contra C. chauvoei
Se determino el titulo de anticuerpos por medio de la prueba de fijacion de
complemento. Obteniendo titulo de 1/512 en el suero hiperinmune obtenido,

el cual se utilizé en la prueba de inmunotransferencia.

12.5 PAGE-SDS proteinas de membrana de C. chauvoei

Se observaron por medio de la tincién de Azul brillante de Coomasie el
perfil de electroforetico de cada uno de los proteinas de membrana de las
cepas utilizadas de C. chauvoei en base al marcador de peso molecular,
siendo las mas evidentes las de 28, 41, 56, 64, 135, 156 y 200 kDa (Figura
2).

12.6 Inmunotransferencia

Los resultados obtenidos en el analisis de inmunotransferencia empleando
anticuerpos policlonales contra células completas de C. chauvoei (CH56),
revelando con 3’3’ diaminobencidina, se observd una fuerte reaccion con las

proteinas de aproximadamente 135 y 156 kDa. (Figura 3).

12.7 Pruebas de proteccion

Se elabord una bacterina experimental de C. chauvoei la cual en una prueba
de potencia protegid solo al 60% de los animales inmunizados.

Los inmundgenos con la proteina de 156 kDa de C. chauvoei protegieron al
momento del desafio en un 80%. Con los inmundgenos que contenian

proteina de 135 kDa se obtuvo una proteccion del 20% (Figura 4).

12.8 Extraccion de ADN Cromosomico
El ADN cromosomal se observd mediante el examen de los geles con luz
ultravioleta (Figura 5). La cantidad de ADN cromosomal extraido

correspondié a cantidades que van de los 600 a los 730 pg/ul.
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12.9 Obtencion de ADN de plasmido
Una vez extraido el plasmido por medio de lisis alcalina, se corrié un gel de
agarosa al 0.6% con el ADN obtenido y se observo en el transiluminador de

luz ultravioleta (Figura 6)
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PROTECCION CONFERIDA EN CUYES AL DESAFIO

GRUPDS

Figura 4 1) Bacterina experimental, 2) Proteinas de
membrana156 kDa, 3) Proteinas de membrana156 mas
kDa Bacterina experimental, 4) Proteinas de membrana
135 kDa, Grupo 5) control.

39



Figura 5. ADN cromosémico de C. chauvoei digerido con Sau 3Al
Carriles 1) Marcador de tamario A Hind lll; 2) ADN cromosoémico; 3)
ADN cromosémico digerido con Sau 3Al.
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13. Cuantificacion de ADN

La lectura obtenida en el espectrofotometro a 260 nm para la muestra de
ADN cromosomico de Clostridium chauvoei fue de 0.292 y la dilucién que se

realizo de la muestra fue 1/50, por lo tanto la concentracion fue:

Concentracion de ADN = Densidad éptica x dilucion x 50 ug/pl.

Concentracion de ADN = 0.292 x 50 x 50 =730 ug/ul

Para la muestra pBluescript la lectura en el espectrofotémetro fue de 0.270,

y esta se trabajé de la misma forma que el ADN cromosomico, por lo tanto:

Concentracion pBluescript = 0.270 x 50 x 50 = 675 pg/ul

13.1 Obtencidn de fragmentos de ADN cromosémico

En la Figura 7 se muestra el resultado del ensayo de la cinética de
restricciéon con la enzima Sau 3Al, por medio de la cual se seleccioné el
tiempo de 20 minutos, ya que fue a este tiempo cuando se obtuvieron los

fragmentos del tamafio promedio deseado (2 Kpb).

13.2 Obtencidn del vector restringido

El plasmido pBluescript fue restringido totalmente con la enzima Bam HI, en
su sitio unico de restriccion, como se observa en (FIG 6). Una vez abierto el
plasmido varié su patron de corrimiento en la electroforesis, encontrandose
sbélo una banda de aproximadamente 3.5 kpb, lo que indica que se tiene la

forma de plasmido lineal que es la deseada para la construccion del banco.
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Figura 6. ADN cromosémico de C. chauvoei digerido con Sau
3AlCarriles 1) Marcador de peso molecular A Hind lll; 2) ADN
cromosomico; 3) ADN cromosémico cortado con Sau 3Al.
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Kpb

23.1
9.4

6.5
43

23
2.0

Figura 7 Carril 1) A Hid lll, 2)DNA de C. chauvoei
cortado con Sau 3A | a diferentes tiempos (minutos)
0.3) 5. 4) 10, 5) 15, 6) 20, 7) 25, 8)30.
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13.3 Ligacion de los fragmentos de ADN cromosomico y de pBluescript
Para la obtencion de los plasmidos recombinantes se utilizaron los
fragmentos de 2 Kpb de tamario promedio del ADN cromosomico y el
plasmido linearizado, en una relacion vector:inserto de 1:3. Una vez ligados
los fragmentos y el plasmido se obtuvo la genoteca de Clostridium chauvoei
(Figura 8).

13.4 Seleccion de transformantes con pBluescript recombinado

Las clonas seleccionadas en agar Mc Conkey con ampicilina, el cual tiene
lactosa como fuente de carbono y rojo neutro como indicador de pH
Tomandose de aqui las clonas lactosa negativas (colonias blancas) como
portadoras de plasmidos con inserto de DNA heter6logo, mientras que las
clonas lactosa positivas (colonias rosas) sélo fueron transformadas por
plasmido recircularizados (Figura 9).

La transformacién se llevo a cabo utilizando como vector pBluescript se
realiz6 tres veces y en cada una de ellas se obtuvo un promedio de 3000
células transformadas. De estas clonas, aproximadamente el 28% contenian
plasmidos con inserto de Clostridium chauvoei (Lac® Ap'), siendo este el
porcentaje esperado, ya que el plasmido pBluescript se recirculariza durante

la ligacién entre un 60 a 70%.

13.5 Tamizado de las clonas recombinantes

A todas las clonas seleccionadas que presentaron resistencia a la ampicilina
y no fermentaron la lactosa, se les sometio al tamizado inmunoloégico y con
esta prueba se seleccionaron 6 clonas (E. coli DH5a-042, 081, 200, 220, 550
y 777), sobresaliendo el reconocimiento de dos de ellas por el suero
hiperinmune (E. coli DH5a-220 y 550) (Figura 10).
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Figura 8. .Construccién de la genoteca; Carriles 1)
Marcador de peso molecular A Hind lll; 2) Mezcla de
ambos ADNSs restringidos; 3) Mezcla de ambos ADNs
restringidos + ligasa T4 (Genoteca de C. chauvoei)
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Figura. 9 Desarrollo de colonias de E. coli DH5a transformadas con el
resultado de la ligacion de DNA cromosdémico de C. chauvoei con el
plasmido pbluescript en medio de Mc Conckey con ampicilina colonias
lactosa negativas (colonias blancas), colonias lactosa positivas (colonias
rojas).



Figura 10. Tamizado inmunolégico de clonas recombinantes. Control negativo a
E.coli DH5a, Seleccién de dos clonas positivas en papel de nitrocelulosa, clonas
220 y 550. Como primer anticuerpo se utilizé el suero policlonal contra extractos
totales de C. chauvoei absorbido con lisados de E. coli DH5a y como segundo
anticuerpo proteina A conjugada con peroxidasa.
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13.6 Electroforesis e inmunotransferencia

Las proteinas recombinantes de las 6 clonas fueron separadas por PAGE-
SDS al 10% y transferidas a membrana de nitrocelulosa. Como primer
anticuerpo se utilizd suero hiperimune contra Clostridium chauvoei y como
segundo anticuerpo proteina A conjugada con peroxidasa.Despuées de
realizar el corrimiento electroforético y la transferencia en dos de las clonas
la 220 y 550 se reconocié una proteinas de 156 kDa de peso molecular
(Figura 11). Estos resultados s6lo se encontraron con los extractos crudos de

las clonas ya que en el sobrenadante no reconocieron ninguna proteina.

13.7 Determinacion de la proteccién conferida en cuyes por las

proteinas recombinantes

Los resultados que se obtuvieron en la proteccion conferida por las dos
clonas recombinantes Grupo1) Con las clona recombinate 220 mas
adyuvante; Grupo2) Clona recombinante 550 mas adyuvante que expresaron
la proteina de 156 kDa de C. chauvoei protegieron al momento del desafio a
16 de los cuyes por lo que la proteccién fue de un 80%, mientras que en el
grupo Grupo3) Solucion salina fisiologica mas adyuvante(control) 20 cuyes

(100%) murieron al momento del desafio (Figura 12).
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Figura.11 Inmunotransferencia de extractos totales de la
proteina recombinante 550

Carriles: 1) Marcador de peso molecular; 2) Extractos
totales de la proteina recombinante 550.
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PROTECCION CONFERIDA EN CUYES AL DESAFIO CON CLONAS
RECOMBINANTES DE C. chauvoei

Grupo1 Grupo2 Grupo3

Figura. 12 1) E. coli DH5a 220, 2) E. coli DH5a 550,
3) control (SSF).
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14. DISCUSION

En este trabajo se cloné una proteina de membrana de Clostridium chauvoei
de 156 kDa que es reconocida claramente, por los sueros hiperinmunes de
conejo, en inmunotransferencia y que en la prueba de potencia protegio al
80% de los cuyes.

Tenorio y col. (1992) realizaron perfiles electroforéticos de extractos totales
de diferentes cepas de C. chauvoei y C. septicum, entre las cuales se
encontraban algunas que se utilizan en la produccién de biolégicos. Se
llevaron a cabo con estos perfiles electroforéticos con la finalidad de conocer
las diferencias existentes, encontrandose diferencias en una de las cepa de
C. chauvoei utilizada en la produccion de bioldégicos en por lo menos una
banda de alto peso molecular, mientras que en las cepas de C. septicum no
se encontraron diferencias en el perfil electroforético en ninguna de las
cepas utilizadas. Por otro lado Cato y col. (1982) encontraron similitud en el
peso molecular de antigenos solubles extraidos con EDTA de 70 cepas de
diferentes especies de Clostridium utilizando antisuero homélogo,
demostrando que existen antigenos compartidos entre el género, pero que al
analisis de sus patrones de proteinas permite una rapida diferenciacion entre
especie, lo que concuerda con el trabajo de Tenorio y col. (1992) y los
encontrados en este trabajo al realizar los perfiles electroforéticos de
extractos totales y de proteinas de membrana de cada uno de las cepas de
C. chauvoei (CH56, CH04, CH3008 y ATTCC10092). Ademas en la cepa
CHO4, que se utiliza para la produccién de biologicos, la ausencia de una
banda de alto peso molecular.

Se han probado diferentes proteinas de C. chauvoei como inmunogenos y
entre estas la flagelina, ya que se ha demostrado que las cepas flageladas
son mas virulentas que las aflageladas. Basandose en esto DiGenaro y col
(1998) obtiene por cuatro diferentes métodos antigenos flagelares los cuales
son reconocidos por sueros hiperinmunes de raton, pero no realizaron

estudios sobre la proteccion conferida por estos antigenos. Kojima A. y col.
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(1999) purificaron y caracterizaron la flagelina de la cepa Okinawa de C.
chauvoei, por medio de una centrifugacién diferencial con Cloruro de Cesio y
realizando perfiles electroforéticos encontraron una banda mayor de 46 kDa
que correspondié al monoémero de la FliC y dos bandas menores de 73 y 100
kDa que se trataba de polimeros de la proteina. La composicion amino
terminal de esta flagelina es similar a la flagelina de Salmonella typhimurium
y Bacillus subtilis. Posteriormente Kojima y col. (2000) clona fliC en E. coli
utilizando el producto de la clonacién como inmunégeno en ratones

encontrando que FIliC induce una pobre proteccién al desafio.

En contraste con los resultados obtenidos por Kojima en este trabajo se
clono el gen que codifica para una proteina de membrana de 156 kDa que es
reconocida claramente en el analisis de inmunotransferencia, con los sueros
hiperinmunes de conejo y que en la prueba de potencia protegi6 al 80% de
los cuyes al desafio, lo que demuestra que esta proteina es un buen
candidato para la elaboracion de bioldgicos contra la pierna negra. Al realizar
los corrimientos electroforéticos de las extractos de membrana se
encontraron proteinas que presentaban bandas bastantes evidentes al ser
tefiidas con Coomasie, como las mayores de 200 kDa, pero al ser
enfrentadas a los sueros hiperimnunes no fueron reconocidas, mostrando
con esto su baja inmunogenicidad y por lo tanto no pueden ser considerados
antigenos, en cambio la proteina recombinante seleccionada en el trabajo
(156 kDa) no obstante presentar una baja concentracién en los geles de
poliacrilamida es claramente reconocida por los anticuerpos. Leclerc. C.
2003 observo que la liberacion en la identificacibn de antigenos
inmunodominantes puede ser el mejor blanco para la induccién de
proteccion contra los patégenos, ya que esta limitado a los genes que son
expresados en cultivos in vitro del patégeno. Por otro lado Baca (1987)
evalud bacterinas y toxoides de C. chauvoei encontrando que los titulos de
anticuerpos producidos por los toxoides fueron significativamente mas altos
que los producidos por las bacterinas, pero al desafio los anticuerpos

inducidos por los toxoides no protegieron a los animales, demostrandose con
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esto que existen algunas proteinas que inducen una respuesta inmune pero
que no es protectora, lo cual no sucede con la proteina recombinante
obtenida, ya que esta confiere un 80% de proteccion.

Con respecto a la proteina de 135 kDa que también se evalud, esta fue poco
evidente en los extracto membranales y en la inmunotransferencia
medianamente reconocida, por lo que no fue sorprendente que al desafio
soOlo protegiera en un bajo porcentaje a los animales, encontrandose que no
era un buen inmunogeno.

La utilizacién de clonas recombinantes en la obtencién de antigeno presenta
varias ventajas: 1) El cultivo de E. coli es mas accesible en su manejo que el
de Clostridium chauvoei ya que para su desarrollo no es necesario una
atmésfera anaerdbica o medios de cultivo con reductores de crecimiento
como la glucosa y la cisteina, que limitan la cantidad de células en el cultivo.
2) El vector es multicopia y por lo tanto produce una mayor cantidad de
antigeno, que la cepa de Clostridium chauvoei en condiciones normales. 3)
No es necesario purificar el antigeno ya que los extractos totales de la clona
de E. coli pueden ser utilizados como antigenos.

Con lo que se puede sugerir que esta tecnologia del ADN recombinante es
una buena alternativa para la obtencién de nuevos biolégicos contra carbén
sintomatico.

La utilizacién de esta proteina recombinante podria ser el primer paso en el

disefio y desarrollo de nuevas vacunas contra carbon sintomatico en México.
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15. CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron 3000 clonas que contenian plasmidos con insertos
de Clostridium chauvoei y por tamizado inmunoldgico, se seleccionaron 2
clonas que expresaban antigenos de Clostridium chauvoei.

2. Con base a los resultados obtenidos, se establece que la deteccién
de las clonas 220 y 550 fueron identificadas como las que expresaban una
proteina de156 kDa, que es reconocida con mayor intensidad con el suero
policlonal.

3. La clona 550 es un candidato para la elaboracion y evaluacion de
un inmunogeno contra carbén sintomatico.

4. En las pruebas de potencia se obtuvo una proteccién del 80% en
animales inmunizados con la proteina recombinante, superando a la

proteccién conferida por las vacunas comerciales.
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