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RESUMEN 

EI objetivo de este trabajo fue elaborar 'In inmunogeno contra las infecciones causadas por Clostridium chauvoei 
y Clostridium septicum y evaluar su capacidad inmunogenica, comparada con la de cuatro biol6gicos 
comerciales (A, B, C, 0). Se elaboraron bacterinas, toxoides y bacterinas-toxoides de ambos microorganismos 
por inactivaci6n con formal ina. Se forma ron siete grupos de cuatro cuyes cada uno, para ser inoculados con 
los biol6gicos elaborados, los productos comerciales y su grupo control. Para el desafio se determin6 primero 
el numero de esporas con el cual se obtenfa un 100"10 de mortalidad. las bacterinas elaboradas de cada cepa 
confirieron una protecci6n del 100% al desaffo con C. septicum y s610 un 60"10 con C. chauvoei. los toxoides 
obtenidos de ambas cepas no confirieron proteccion, y la bacterina-toxoide elaborada solo protegio un 20%. 
los biol6gicos comerciales a pesar de producir un alto titulo de anticuerpos, no confirieron ninguna protecci6n 
al desaffo con C. chauvoei, pero con C. septicum se obtuvo una protecci6n del 100%. lo que demuestra que 
las cepas de C. chauvoei utilizadas en la producci6n de los biol6gicos no confieren protecci6n a pesar de ser 
altamente inmunogenicas. 
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INTRODUCCION EI agente etiologico del edema maligno 
es C. septicum, que se encuentra natural

EI carbon sintomatico se clasifica dentro de mente en el tracto gastrointestinal de los 
las enfermedades que producen gangrena herbivoros, contaminando posteriomente 
gaseosa 3, su agente etiologico es C. chau las tierras y pastos. La infeccion natural se 
voei. Esta enfermedad afecta al ganado bo realiza mediante lesiones bucales 0 cuta
vino, caprino y ovino principal mente, la vra neas; los signos clinicos se manifiestan por 
de infeccion mas comun es la oral, aunque tumefacci6n edematosa local blanda, con 
en ocasiones puede presentarse por via cu gas v exudado gelatinoso y fiebre eleva
Umea a traves de lesiones. EI periodo de da2,13. 

incubacion en la mayoria de los casos es de EI tratamiento de las infecciones e into
uno a tres dras y se manifiesta por cojeras xicaciones causadas por Clostridium spp es 
agudas con tumefaccion caliente y crepitan de valor limitado, pues en la mayorra de los 
te, posteriormente es fria; la enfermedad es casos, el curso de la enfermedad es tan 
mortal de 12 a 48 h despues de la aparici6n rapido que los animales se encuentran mo
de los primeros signos clinicos 2,14. ribundos 0 muertos antes de que el trata

miento pueda ser considerado; sin embargo 
todas las infecciones e intoxicaciones por 

a Recibido para su publicacion el 14 de febrero de Clostridium sPf. £ueden ser prevenidas por1992. inmunizaci6n ,1 ,13.
b CENID-Microbiologfa, INIFAP-SARH, Km. 15.5 Carr. 
Mex. Tol. Palo Alto, O.F. 05110, Cuajimalpa. Durante los arias de 1970-1977 el pars 
c laboratorios BROBEl Mexico, OF sufrio un brote agudo de clostridiasis (car
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bon sintomatico) que causa perdidas cuan
tiosas ala ganaderia nacional; y el no contar 
con biologicos de buena calidad permitio 
que el numero de brotes se incrementara 1. 

Durante la epizootia, en 1976-1977 Bo
jorquez et. all evaluaron la potencia de las 
bacterinas existentes en el pais, encontran
do resultados nada halagadores, por 10 que 
se recomendo revisar los metodos de pro
duccion y periodicamente la calidad de los 
productos que se distribufan contra esta 
enfermedad en Mexico. Labrandero et. al 6 

informaron que ninguna de cinco bacterinas 
comerciales probadas cumplio con los re
querimientos mfnimos de potencia exigidos 
por el departamento de Control de Produc
cion de Biologicos, Farmaceuticos, Alimen
ticios y Equipos para Animales de la Subse
cretarfa de Ganaderfa de la Direccion 
General de Sanidad Animal SARH 8. 

En Mexico son escasos los estudios re
alizados sobre esta enfermedad, por 10 que 
es necesario contar con metodosde evalua
cion adecuados para los productos biologi
cos que actual mente se expenden en el 
mercado nacional. 

EI objetivo del presente estudio fue el de 
evaluar la proteccion conferida por produc
tos biologicos elaborados con C. chauvoei 
y C. septicum asi como la de cuatro produc
tos comerciales. 

MATERIALES Y METODOS 

La produccion de los antfgenos tanto de C. 
chauvoei como de C. septicum se lIevo a 
cabo mediante la siguiente metodologfa. 

Bacterinas. Se prepararon 500 ml de me
dio de Claus y Macheak 5,11, los cuales se 
inocularon con 2.5 ml de una suspension de 
esporas y se incubaron 15 h a 37 C; poste
riormente se verificola pureza del desarrollo 
y se inactivo con una cantidad suficiente de 
formaldehido, para lIegar a una concentra
cion final del1 %, manteniendose a 37 C por 
18 h. Se obtuvo el paquete celular por cen
trifugacion, el cual se lava tres veces con 
PBS, y final mente se resuspendieron a una 
concentracion de 1.2x1 09 celulas/ml, agre
gandosele timerosal a una concentracion 

de 1:1 0,000 para evitar contaminacion. 
Toxoide. EIHquido sobrenadante que se 

obtuvo de la separacion del paquete celular, 
se recolecto y se tomo como toxoide de 
cada una de las especies trabajadas. 

La concentracion de las bacterinas se 
determino por el metodo del Nefelometro de 
Macfarland 9; la concentracion del toxoide 
se realizo por la tecnica de Lowry et. a1 7 . 

Las pruebas utilizadas para evaluar los 
tftulos de anticuerpos fueron fijacion de 
complemento y a~utinacion en tuba con 
2-mercaptoetanol . Se denomino con una 
letra a las bacterinas y toxoides utilizados en 
este estudio: 

A. Bacterina Triple Comercial (C. chauvoei, 
C. septicum, Pasteurella). 

B. Bacterina Triple Comercial (C. chauvoei, 
C. septicum, Pasteurella). 

C. Bacterina Triple Comercial (G. chauvoei, 
C. septicum, Pasteurella). 

D. Bacterina Doble Comercial (C. chauvoei, 
Pasteurella) . 

E. Bacterina Doble Experimental (C. chau
voei, C. septicum). 

F. Toxoide Doble Experimental (C. chau
voei, C. septicum). 

G. Bacterina-Toxoide Experimental (C. 
chauvoei, C. septicum). 

Se formaron 15 grupos de cuatro cuyes 
cada uno, con 300 9 de peso por individuo, 
en los que se probola potencia de cada uno 
de los biologicos utilizados, tomandose un 
grupo control para cada biologico. 

Los animales fueron inmunizados por vfa 
subcutanea con 1/10 de la dosis recomen
dada, por el fabricante para bovin~s, rep i
tiendo esta dosis a los 7, 14 Y 21 dias; el 
desaffo se realizo 14 dfas despues de la 
ultima inoculacion, con 10 DL 100 de sus
pension de esporas de cad a una de las 
especies 2,3. Se considero animal protegido 
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aquel que sobrevivia mas de 72 h despues 
del desaffo, 

Los animales se sangraron antes de ca
da inoculaci6n par punci6n cardiaca; el sue
ro obtenido se utiliz6 para realizar las prue
bas serol6gicas, 

RESULTADOS Y DISCUSION 

En la figura 1 se presenta el titulo de anti
cuerpos obtenidos con fijaci6n de comple
mento contra C. chauvoei, en la cual se 
puede ver que a los 28 dras posinoculaci6n 
presenta Utulos de 1:8 en las bacterinas A, 
B, C y E, 1:4 D y F; Y 1 :256 en G, encontran
dose en los controles titulos 1:2. 

En la figura 2 se muesstra la protecci6n 
al desaffo con C. chauvoei de animales in
munizados con las bacterinas A. B. C, D. E, 
F YG encontrandose que el resultado gene
ral es la muerte de mas de la mitad de los 
animales en las bacterinas A. B, C, D, F, pues 
s610 confiri6 protecci6n E en un 60% y G en 
un 20%. Estos resultados concuerdan con 
los encontrados por Bojorquez et al 1, al 
experimentar nuevos inmun6genos contra 
este microorganismo. 

5e observ6 que de los animales inmuni
zados con las bacterinas comerciales (A. B, 
C, D) que contenian C. chauvoei y Pasteu
rella spp ninguno sobrevivi6 al desaf(o, aun 
cuando presentaron titUlO de 1:8. Resulta
dos semejantes fueron informados en un 
estudio realizado por Labrandero et. al 6, 
quienes al probar cinco bacterinas comer
ciales semejantes a las de este trabajo en
contraron que ninguna confiri6 protecci6n 
al desaffo; por 10 que se recomend6 revisar 
los metodos de producci6n y peri6dicamen
te la caUdad de estos productos que se 
distribuyen contra esta enfermedad en Me
xico. Lo anterior es necesario ya que los 
biol6gicos elaborados en este trabajo no 
cumplieron los requisitos de protecci6n de 
un 80% exigidos por el Departamento de 
Control de Producci6n de Biol6gicos, Far
maceuticos, Alimenticios y Equipos para 
Animales de la 5ubsecretarfa de Ganaderfa 
de la Direcci6n General de 5anidad Animal 
5ARH 8. Esto no obstante que se alcanz6 

una protecci6n de un 60% con la bacterina 
y un 20% con la bacterina-toxoide; resulta
dos muy por arriba de los obtenidos con los 
otros productos. Esto sugiere que las cepas 
utilizadas para la elaboraci6n de estos pro
ductos. no conducen a la producci6n de 
anticuerpos protectores aun cuando son 
inmunogenicas 15. Esto quizas sea debido 
a que las cepas presentes en el campo son 
diferentes en su mosaico antigenico. 

En la figura 3 se muestra el titulo de 
anticuerpos contra C. septicum con fijaci6n 
de complemento. alcanzando a los 28 dras 
posinoculaci6n titulos de 1:2 en D, de 1:4 en 
By C; 1:8 en A. E Y G, Y 1: 16 en F mientras 
que en los controles fue de 1:2. 

En la figura 4 se presenta la protecci6n 
al desaffo can C. septicum para las bacteri
nas A. B, C, E, FY G encontrandose un 100% 
de sobrevivencia en los animales. no siendo 
asi para la bacterina D que contenfa s610 C. 
chauvoei y Pasteurella spp donde se en
contr6 que el 100% de los animales murie
ron al igual que en los grupos controles. 

Tanto para las bacterinas comerciales 
como para las elaboradas en este trabajo 
can C. septicum se obtuvo un 100% de 
protecci6n al desafio, no muri6 ningun ani
mal, sin embargo en los animales controles 
murieron todos antes de las 72 h, 10 cual 
indica que los productos elaborados contra 
este microorganismo son altamente eficien
tes. 

La administraci6n de Bacterina-Toxoide 
indujo poca protecci6n y el toxoide no pro
tegi6, por 10 que, para aumentar la protec
ci6n hay que separar la bacteria para admi
nistrarla como inmun6geno. Ya que al 
parecer el toxoide tiene acci6n inmunodo
minante, pero no protectora, pues siempre 
que se inmuniza con este biol6gico se ob
tienen buenos titulos de anticuerpos, pero 
los animales no son protegidos por estos. 
Este fen6meno tam bien fue observado por 
Boj6rquez et. a/ 1

. 

Los biol6gicos probados en este trabajo 
no confieren inmunidad cruzada. 5e cree 
que las cepas de C. chauvoei utilizadas en 
la producci6n de biol6gicos no confieren 
protecci6n a pesar de ser inmunogenicas. 
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FIGURA 1.TITULO DE ANTICUERPOS CONTRA 

C, chauvoei CON FIJACION DE COMPLEMENTO 
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FIGURA 2. PROTECCION AL DESAFIO CON 
C, chauvoei 
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FIGURA 3. TITULO DE ANTICUERPOS CONTRA 

C, septiCt')n7 CON FIJACION DE COMPLEMENTO 
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FIGURA 4. PROTECCION AL DESAFIO CON 
C. septicum. 
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En este trabajo se observo que al desaffo, 
solo presenta proteccion con las bacterinas 
elaboradas con las especies homologas, y 
no hay proteccion con especies heterolo
gas. 

Se puede concluir que los productos 
comerciales que se probaron en este traba
jo no protegen contra carbon sintomatico, 
no obstante de inducir tftulos de anticuer
pos. 

Todos los biologicos, tanto comerciales 
como experimentales, indujeron tftulos de 
anticuerpos y proteccion al desaffo contra 
C. septicum. 

Es necesario revisar los metodos de pro
duccion de estos biologicos, en especial los 
que contienen C. chauvoei. 

SUMMARY 

The aim d this work was to obtain a set of immuno
gens against the diseases caused by Clostridium 
Chauvoei and C. septicum and to evaluate its immu
nogenic capability. In addition, four commercial pro
ducts containning these organisms were evaluated to 
assess their immunogenic activity. The microorga
nisms were inactivated with formaline and sets of 
bacterins, toxoids and bacterins-toxoids were deve
loped. Seven groups of four guinea pigs each were 
inoculated with either the developed biologicals or the 
commercial products, and four animals were included 
as controls. Both developed bacterins gave a 100% 
protection against C. septicum, but only 60% of the 
animals were protected against C. chauvoei. The ela
borated toxoids, did not confer any protection and the 
bacterin-toxoid vaccine protected only 20% of the 
vaccinated animals. Animals immunized with the 
commercial products produced a high antibody titer 
against C. chauvoei. However the commercial biolo
gicals did not confer any protection against C. chauvoei 
challenge, but they did protect a 100% of the animals 
against C. septicum. It was concluded that the C. chau
voei strain used here to produce the bacterins did not 
confer any protection; however, they elicited a high 
antibody titer to C. chauvoei in the vaccinated animals. 
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