Notas de Investigacién

UTHLIZACION DE UN NUEVO MEDIO DE CULTIVO PARA
EL DESARROLLO DEL Clostridium chauvogi

Resumen

El objetivo primordial por el cual se ela-
boré el presente trabajo, es utilizar dese-
chos de origen agropecuario, tales como la
melaza y agua residual de rastros de bo-
vinos y equinos, como materia prima para
elaborar medios de cultivo utilizados en la
produccién de bacterinas de uso veterina-
rio. En este trabajo se utilizé6 la bacteria
Clostridium chauvoei, cepa NCTC 8070, la
cual requiere de medios de cultivo enrique-
cidos para su desarrollo. Esta bacteria cau-
sa la pierna negra en los bovinos y ocasio-
na grandes pérdidas a la ganaderia del pais.

Se probaron 3 medios de cultivo: en dos
de ellos se usé la melaza como fuente de
energia, y un testigo utilizé como fuente
de energia la glucosa. En los medios en los
que se suplid la melaza, se usé como fuente
de nitrégeno agua residual de rastro de
equinos, en uno de ellos y en el otro agua
residual de rastro-de bovinos. En el testigo
se utilizaron peptona y extracto de levadura
comerciales.

En el medio en que se utilizd agua resi-
dual de rastro de bovines, se observé un
desarrollo muy pobre de la bacteria y pre-
sentd una turbidez equivalente al tubo N¢ 4
del nefelémetro de Mc Farland. El conteni-
do proteinico de este medio fue de 1.59
¢r/100 ml. En el medio que se utilizé agua
residual de rastro de equinos, el contenido
proteinice fue de 16.9 gr/100 ml y el desa-
rrollo microbiano excelente, pues presentd
una turbidez mayor al tubo N¢ 10 del nefe-
lémetro de Me Farland. En el medio testigo,
el desarrollo bacteriano fue bueno, equiva-
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lente al tubo N? 10 del nefelometro de Me
FFarland. También se determiné el tiempo
de generacién del Clostridium chauvoei,
cepa NCTC 8070, pero sélo en el medio
testigo y en medio con agua residual de
agua de equinos, encontrandose un tiempo
de generacién en el primero de 37 minu-
tos, v de 26 minutos en el segundo. El me-
dio con agua residual de rastro de bovinos
fue descartado debido al pobre desarrollo
bacteriano anteriormente citado.

FEstos resultadso iniciales sugieren la posi-
bilidad de utilizar estos y otros desechos
de origen agropecuario para formular me-
dios de cultivo empleados en el desarrollo
microbiano, y asi poder sustituir la impor-

_tacién de materia prima y medios de cultivo

de elevado costo y que muchas veces no
estan disponibles en el mercado nacional,
por materia prima de buena calidad, de fa-
cil obtencién y, por lo tanto, de bajo costo.

Introduceioén

En 1980, las pérdidas por clostridiasis
fueron de alrededor de cien millones de pe-
sos (Bojérquez, 1981), razén por la cual
cobra importancia la elaboracion de inmu-
nbgenos para poder asi disminuir al maxi-
mo estas pérdidas.

En lo concerniente a la antigenicidad del
Cl. chauvoet, existen principalmente dos cri-
terios: uno, en el cual se considera al toxoi-
de mas inmunogénico que las células bacte-
rianas, y el otro (del que se ha informado
en la literatura de los dltimos afios), que
sefiala que los antigenos celulares flagelar
y termolabil en pared celular juegan un
papel definitivo en la proteccién de los ani-
males contra el Clostridium cheuvoei. Asi
pues, se ha afirmado que la proteccién con-
tra esta enfermedad radica en un 70% en
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los antigenos celulares y en un 30% en el
toxoide (Brown and Stewart, 1976, Smith
and Holeman, 1978; Tizard, 1979; Bojor-
quez, 1980a, 1980b y 1981).

En la Productora Nacional de Biolbgi-

cos Veterinarios (PRONABIVE) se elabo-’

ran bacterinas contra estas enfermedades,
empleando cepas aisladas a partir de bro-
tes ocurridos en el pais, y utilizando un
elevado porcentaje de masa celular para la
produccién de estos biolégicos. Los resul-
tados han sido positives, ya que dichos in-
mundgenos han aprobadoe satisfactoriamen-
te las pruebas de control de calidad, basa-
dos en requerimientos nacionales necesarios
para garantizar su efectividad y seguridad
{Bojérquez, 1979; Manual de requerimien-
tos para bacterinas y vacunas 1982}.

En el presente trabajo, se expone la for-
ma en que se pueden aplicar los desechos
de origen agropecuario a la bacteriologia
veterinaria, dentro de su campo de produc-
ciéon de inmundgenos, utilizando la melaza
(MM), v los desechos de la matanza de ras-
tros de equinos (MR-E) y de bovinos (MR-
B), como ponentes de un medio de cultivo
de bajo costo, y que mantenga o mejore
la calidad del producto.

Material y métodos

1. Mazerial biolégico: Semillas de Clos-
tridium chauwvoei cepa NCTC 8070.

1I. Méiodos de obtencién de los dese-
chos de origen agropecuario: La melaza se
compra directamente en los ingenios azuca-
reros, v las muestras del agua residual de
rastro de bovinos y equinos son recolectadas
en los rastros correspondientes, al finalizar
la matanza.

INI.  Métodos de conservacion y esterili-
zacién: La conservacién de las muestras se
efectiia en refrigeracién a 4°C y las mues-
tras de melaza se esterilizan en autoclave
(121°C; 15 min; 15 1b) : las muestras de
agua residual de rastro de equinos y bovi-
nos son esterilizadas por filtracién utilizan-
do el siguiente orden:

Filtro de fibra de vidrio, papel prefiliro,
membranas millipore de 1.8 micras; 1.2.
micras; 1.3 micras; .8 micras, .45 micras
y .22 micras,
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IV. Métodos utilizados para la prepara-
cion de medios de cultivo, pruebas de este-
rilidad, preparacién de la semilla e inocu-
lacion e incubacion de dichos medios.

a} En la preparacién de los medios de
cultivo a base de desechos de origen agro-
pecuario para el desarrollo del Clostridium
chauvoei, se utilizaron los siguientes en-
sayos: el medio de cultivo 1 {medio de pro-
duccién utilizado en PRONABIVE y utili-
zado como testigo) contiene 10% de pep-
tona, 20% de extracto de levadura, 0.5%
de cloruro de sodio, 5% de almidén solu-
ble, 20% de dextrosa, 0.4% de fosfato de
sodio dibasico, 0.2% de fosfato de potasio
monobasico v agua destilada C.B.P. 100 ml,
El medio de cultivo 2 contiene 2% de me-
laza, 10% de la muestra del agua residual
del rastro de equinos (MR-E), 0.4% de
fosfato de sodio dibasico, 0.2% de fosfato
de potasio monobésico y agua destilada
C.B.P. 100 ml. Finalmente, el medio de cul-
tivo 3 se elaboré con 2% de melaza, 10%
de la muestra de agua residual del rastro
de bovinos (MR-B), 0.4% de fosfato de so-
dio dibasico, 0.2% de fosfato de potasio
monobaésico y agua destilada CB.P. 100 ml.

b4) Inoculacién e incnbacién: los 3 en-
sayos de medios de cultivo fueron inocula-
dos con 1.25 ml de semilla de Clostridium
chauvoei y fueron incubados a 37°C du-
rante 24 hs. Se determiné mediante la tur-
bidez de equivalencia del nefelémetro de
McFarland, que los medios de cultivo 1y 2
presentaron un buen desarrollo bacteriano,
no ocurirendo asi en el medio N® 3, por lo
que se descartd su utilizacién.

V. Curvas de crecimiento del Clostri-
dium chauvoei, en los medios de cultivo
ly2:

a) Se prepararon dos matraces de 10 1
cada uno, de los cuales uno tenia medio de
cultivo 1 vy el otro con el medio 2, v se
inocularon con 125 ml cada uno con semilla
de Clostridium chauvoei cepa NCTC 8070,
luego se incubaron a 37°C durante 18 hs
procediéndose a efectuar la toma de una
muestra de 15 ml cada hora {con un total
de 18 muestras), a las que se les efectiia
un frotis e inmediatamente se les inactiva
con 1.5. ml de formalina para evitar un de-



sarrollo ulterior de las bacterias que se
cultivan,

b) Lalectura del pH se hizo por medio

de un potenciémetro (pH controller; New
Brunswick Cientific Co.), cuyo electrodo
se introdujo en ambos medios de cultivo,
obteniéndose de esta manera los cambios
de pH ocurridos en los dos medios durante
el desarrollo bacteriano, de una manera
ininterrumpida durante todo el proceso. Los
valores del pI se graficaron contra el tiem-
po, para determinar la curva final de pH.

¢) Las muestras del medio 2 se centri-
fugaron primeramente a 300 G durante 5
minutos, y se elimind el sedimento (restos
de glébulos rojos, melaza y otros no iden-
tificados conservandose el sobrenadante,
cuyo volumen final fue de 10 ml; se encon-
traba en él la masa bacteriana, que para su
lavado, fue sometida a otra centrifugacién
a 2,150 G durante 30 minutos, obtenién-
dose en el sedimento la masa celular, que
se reconstituyd a su volumen original utili-
zandose 10 ml de P.B.S. estéril),

d) Una vez lavadas las células bacteria-
nas de las 18 muestras, se midié la densidad
éptica de cada una de ellas en un espectro-
fotémetro (Spectronic 20; Bausch and
Lomb), a 560 nm, y se anotaron los resul-
tados, los cuales se grafican en densidad
Aptica contra tiempo en papel semilogaris-
mico; como blanco se usé un tubo con 10
ml de P.B.S. estéril.

Cuapro 1

Angilisis fisicoguimico del contenido
de proteinas * y earbohidratos **
de las muestras ensayadas para

¢l desarrollo del Cl. chauvoei

Mouestra % Proteinas % Carbohidratos
Melaza — 45%
MR-E 16.2 0.125 %
MR-B 1.59 0.62 %

* Meétodos de Biuret.
*=  Spencer-Meade (1976).

CuabRro 2

Turbidez producida por el crecimiento
del Cl. chowwoei a las 18 horas
de incubacién en los medios probados
usando la escala del mefelometro
de McFarland

Medio de Tarbidez Interpretacién
cultivo equivalente del crecimiento
Medio 1 = 10 Bueno
Medio 2 4 10 Excolonte
Medio 3 4 Débil

Sirvié como testigo la turbidez presentada por
los 3 medios de cultivo antes de ser inoculados.

Cuapro 3

Esporulacién del Clostridium chauwvoei
durante el proceso de fermentaciéon
en el medio de cultivo 1

No. de esporas en 10

Horas campas observados
G-—13 0

14 2

15 10

16 9

17 90

18 91

Cuabro 4

Esporulaciéon del Clostridium chawvoet
durante ¢l proceso de fermentacién
en el medio de cultivo 2

No. de esporas en 10

Horas campos observados
0—11 G

12 4

13 4

14 6

15 11

16 64

17 98

18 113




Cuapnro 5

Velocidad de crecimiento y fiempo
de generacion del Clostridium chauvoei
en los medios de cultive probades

Velocidad de Tiempo de
Medio de crecimiento reneracién
cultive (o (min)
Medio de 0,57 bt
Cultivo I {34.2 min.t) 37 min.
Medio de 0.70 h-t
Cultivo 2 {42 min.-t) 26 min.

* Bojoérquez, 1982,

Discusion

1) De acuerdo con los resultados conte-
nidos a partir del andlisis fisico-quimico de
las muestras tomadas (Cuadro 1) se puede
observar que el contenido proteinico de la
muestra tomada en el rastro de equines, es
superior a la tomada en el rastro de bovi-
nos; esto se debe, sin duda alguna, a los
diferentes métodos y técnicas con las cua-
les se efectila la matanza en ambos rastres.

2) El crecimiento del Clostridium Chau-
voet en el medio de cultivo 2, presenté una
turbidez mayor que la producida en el me-
dio de cultivo 1 (Cuadro 2).

3) En la curva de crecimiento del Clos-
tridium chauvoet en el medio de cultivo 1
(Figura 1), se puede apreciar que el perio-
do de adaptacion de la bacteria es de 4 hs;
el crecimiento bacteriano fue de tipo loga-
ritmico y ocurrié entre las 4-13 hs. El Clos-
tridium chauvoei esporulé a las 14 hs (Cua-
dro 3) pasando asi a un periodo final de
fase estacionaria, en el cual el crecimiento
bacteriano es minimo debido a que casi to-
dos los nutrientes disponibles han sido con-
sumidos por la bacteria.

En la curva de pH correspondiente (Fi-
gura 2) se puede apreciar que el pH del
medio de cultivo se acidifica a medida que
la bacteria se desarrolla, debido a los aci-
dos organicos que se producen como resul-
tado del metabolismo bacteriano.
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4} En la curva de crecimiento del Clos-
tridium chauvoei en el medio de cultivo 2
{Figura 1), se puede observar que el perio-
do de adaptacién de la bacteria fue de sélo
2 hs; el crecimiento logaritmico bacteriano
se efectud de las 2-8 hs (siendo mayor que
el observado en el medio 1).

El Clostridium chauvoet esporulé en este
medioc a las 12 hs de incubacién (Cuadro
4}, pasande asi al dltimo periodo de fase
estacionaria.

En la curva de pH del mismo medio (Fi-
gura 2) se aprecia una acidificacién del
medic a medida que se desarrolla la bac-
teria, por las mismas causas ya menciona-
das con anterioridad.

5) Como se puede observar en el Cua-
dro 5, el Clostridium chauvoei se desarrolla
con mayor rapidez en el medio de cultivo 2,
siendo el tiempo de generacién de la bac-
teria 11 minutes mas ripido que el obser-
vado en el medio de cultivo 1 (Bojoérquez
N. Luis, 1982).

Conclusiones

1. Algunos desechos de origen agrope-
cuario (en este caso agua residual de ras-
tro de equinos y melaza), pueden ser utili-
zados en la elaboracién de medios de cul-
tivo, lo cual abarata los precios de los inmu-
négenos de uso veterinario. Al comparar
los costos de produccién en el presente tra-
bajo, se observé que existe una disminucién
del 80% en la elaboracién de la bacteria
contra Clostridium chauvoei, al utilizar el
medio a base de desechos de origen agro-
pecuario.

2. En las actuales condiciones econémi-
cas del pais, este estudio resulta de gran in-
terés, debido a que una cantidad considera-
ble de medios de cultivo son de importa-
cién, quedando sujeta de esta manera la
elaboracién de inmunégenos a situaciones
de orden del cambio monetario internacio-
nal, que repercuten desde el aumento en los
costos de produceidn, hasta la imposibilidad
de elaborar algunos productos biolégices en



el pais, viéndose de esta forma afectada la
ganaderfa nacional.

3. En este estudio, no sdlo no se afects -

al crecimiento y metabolismo del Clostri-
dium chauvoei en el medio de cultivo 2,
sino que incluso se obtuvo una mayor masa
celular en el medio experimental.

4. Se recomienda establecer parimetros
de produceién con este medio, tales como:

a) Contenido de proteinas de muestras
de agua residual de diferentes matanzas
para poder establecer la relacién entre ni-
mero de animales sacrificados y contenido
de proteinas en el agua residual.

b) Seguir utilizando la concentracién
de melaza que se recomienda en este tra-
bajo.

¢) Establecer los pardmetros que re-
quiere la bacteria, tales como: pH dptimo
de crecimiento, % de proteinas necesarias
para su desarrollo, asi como de carbohidra-
tos y otros metabolitos que eleven al grado
éptimo el desarrollo del Cl. chauvoei.

5. Es necesario realizar pruebas del in-
munogenicidad e hipersensibilidad de los
inmunégenos elaborados a partir de dese-
chos de origen agropecuario.

Literatura citada

Broop, D.C., Hewperson, S.A,, 1976, Medicina
veterinaria. 3* ed. Ed. Interamericana, D.F. Car-
bén sintomadtico. 339-342.

Brown, K.K., Parizer, E.R., Stewanr, C.R., 1976,
Prevention of clostridial disease in cattle and
sheep by vaccination with a multivalent bacte-
rin. Vet Med,, 1717-1720,

Bororouez, N. Luis, 1977, Clostridiasis. VI Re-
unién de Sanidad Animal. DGSA.

Bosérouez, N. Luis, 1979. Investigacién de nue-
vos inmunizantes contra carbén sintético. Resu-
men de la Reunién Area Médica del INIP,

Bosorquez, N, Lus, 1980, Titulacién de cepas
de Cl. chauvoei para seleccion. Depto. Bact,
PRONAVIBE,

Bosérgurz, N. Lus, 1980. Pierna negra y ede-
ma maligno. M.V.Z. Noticias. Vol. 1V, 6:1-6.

Borérouez, N, Luis, 1981, Inmunologia del CL
chauvoei. Reunién de Sanidad Animal, D.F.,
1.8.

Buxto, 1979, Blackwell Scientific Publications,

© Ltd. Oxford, England. Immunology of CL chan-
voei. II, 629,

Summary

It was used livestock waste material
(molasses and residual water from the cat-
tle and horses slaughterhouses, like ingre-
dients of a new culture broth formulation
for the Clostridium chauvoei development,
microrganism which is the cause of the
black leg in cattle, so important for its
economic losses,

Three culture broth were proved, one
was used like control, which ingredients
are imported and expensive, this one is the
Pronabive’s ® production culture broth (me-
dium 1}. The other two culture broth were
made using the molasses like energy source,
and like proteic nitrogen source was used
in one the horses ¥ slaughterhouse residual
water {(medium 2), and the cattle’s slaugh-
terhouse residual water in the other one
(medium 3). The best development of the
Clostridium chauvoei, was observed in the
medium 2, surpassing the bacterial grow-
ing observed in the control culture broth.
In the medium 3 was observed a very poor
bacterial development.

*  Productora Nacional de Biolégicos Veteri-
narios.

DXK. and Macursax, EM.,, 1972, Characteristics
and imniunizing properties of culture filtrates
(iéSgl. chavvoet. Am. J. Vet. Res. 33(5):1031.

Hzerserr, W.S,, 1970, Vet. Immy. of Cl. chauwvoei.
Blackwell Scientific Publ.,, Ltd. Oxford, Eng-
land, 228, -

LasranpEros, 1970, Res, Reunion Area Médic
INIP, Manual de requerimientos para vacunas
y bacterinas, 1982, DGSA, SARH. México.

Swney W. Benson, 1974, Calculos guimicos. 4%
ed. Limusa, México, D.F., 54.

Smrrn, D.L., HoLemaw, V.L., 1978, The patho-
genic anaerobic bacteria, Cl. chauvoei. 4ih ed.
Academic Press, Inc. London, LTS. 1148,

SpeNcER-MEADE, 1967, Manual del aziicar de caha,
Edit. Montaner y Simén, S.A., Barcelona, Es-
pafia, pag. 629,

Tizarp, Jan R., 1979, Comentarios acerca de las
vacunas que se aplican a los animales. Ed. In-
teramericana. México, D.F. 215.

Varcas Levaro, Jorcr, 1977, Anilisis epizootio-
16zico de las gangrenas gaseosas en México, VI
Reunién de Sanidad Animal, DGSA (SARH).

127



