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1 RESUMEN

Clostridium chauvoei es causante del carbunco sintomatico o mancha en bovinos. La
enfermedad esta presente en Uruguay y se estima una pérdida de US$ 100 millones
anuales en el sector ganadero debido a la no prevencidon contra las enfermedades
clostridiales. La hipdtesis de este trabajo es que la vacuna en estudio produciria
anticuerpos en concentracion protectora contra Clostridium chauvoei. Por este motivo el
objetivo de este trabajo fue estudiar la respuesta de anticuerpos contra Clostridium
chauvoei en bovinos vacunados con una nueva vacuna comercial en desarrollo, utilizando
la técnica de aglutinacion en placa. Se utilizaron n= 20 bovinos, cruza, hembras de entre 6
y 8 meses edad, sin vacunacion previa contra Clostridium chauvoei. Se dividieron al azar
en dos grupos de n=10 cada uno. El grupo 1 fue el testigo al cual se lo vacuné con un
placebo. El grupo 2 fue el grupo vacunado al cual se le inoculé con 5 mL de la vacuna a
testear. Ambos grupos se revacunaron a los 20 dias. La prueba de aglutinacién se realizé
en placa de vidrio en donde se mezclaron diferentes volimenes de suero frente a 50 pL de
antigeno patron. El titulo del suero fue la minima cantidad que aglutiné 50 pL de antigeno.
Se considero un titulo protectivo cuando 0.5 uL o0 menos del suero problema aglutinaron 50
pL del antigeno estandarizado. Los animales vacunados presentaron titulos protectivos a
los 20 dias de la revacunacion. Con los datos obtenidos podemos asegurar, con un 95 %
nivel de confianza, que las medias de los titulos entre los sangrados fueron
significativamente distintos (P= <0,05). La vacuna gener¢ anticuerpos protectivos contra C.
chauvoei confirmando la hipotesis planteada.

2 SUMMARY

Black leg is produced by Clostridium chauvoei, causing important economic losses, in our
country there are estimated about U$S 100 million annually due to the lack of prevention of
clostridial deseases. The hypothesis of this study was to evaluate whether the study
vaccine would produce antibodies in protective concentration against Clostridium chauvoei.
Therefore the aim of this work was to study the antibody response against Clostridium
chauvoei in cattle vaccinated with a new commercial vaccine in development, using the
agglutination technique. We used n = 20 bovines, crosse breed, females between 6 and 8
months old, with no previous vaccination against Clostridium chauvoei. They were divided
randomly into two groups of n = 10 each. Group 1 was the control which was vaccinated
with a placebo. Group 2 was the vaccinated group which was inoculated with 5 mL of the
vaccine tested. Both groups were boosted after 20 days. The agglutination test was
performed on a glass plaque where different serum volumes were mixed against 50 uL of
standard antigen. The serum title was the minimum amount that agglutinated 50 pL of
antigen. Title was considered protective when 0.5 uL or less of the problem serum
agglutinated 50 pL of the standardized antigen. Vaccinated animals showed protective titles
20 days after revaccination. With the data obtained we can say with 95% confidence level
that the averages of the titles between bleedings were significantly different (P = <0.05).
The vaccine induced protective antibodies against Clostridium chauvoei confirming the
hypothesis.



3 INTRODUCCION

3.1 GENERALIDADES SOBRE CLOSTRIDIOSIS

Las clostridiosis son enfermedades toxico-infecciosas, producidas por bacterias del género
Clostridium, caracterizadas por requerir condiciones de anaerobiosis para su crecimiento y
desarrollo, poseer una forma bacilar, con esporas generalmente deformantes, y tomar
positivamente la coloracion de Gram. Son teluricos, nitrificantes y productores de gas. Son
enfermedades conocidas desde la antigledad y se caracterizan por ser subitas, con alta
tasa de prevalencia y mortalidad (alta tasa de letalidad). (De Freitas, 1987; Radostits, 2002;
Uzal, 2008).

Las especies de Clostridium son patégenos que se caracterizan por la capacidad de
sintetizar exotoxinas capaces de modificar la fisiologia y la funcionalidad de las células del
organismo huésped, provocando alteraciones bioquimicas en su estructura (Radostits,
2002). Luego de ser secretadas al medio que rodea la bacteria son absorbidas por el
medio interno (toxemia), alcanzando zonas de accion especifica y ejerciendo su accion
patégena mediante alguno de estos procedimientos:

[J Hidrolizando componentes esenciales de la integridad de los tejidos, como la lecitina
y el colageno

Alterando la permeabilidad capilar y produciendo como consecuencia edemas
Hemodlisis

Hidrolizando las uniones trabeculares de los tejidos a través de hialuronidasas
Produciendo neurotoxinas que bloquean la liberacion de acetilcolina en las
terminaciones nerviosas (De Freitas, 1987).

Ooogo

Segun su capacidad invasiva las especies clostridiales se separan en dos grupos:

0 No invasoras o toxi-infecciosas, caracterizadas por tener poco poder de
multiplicacion en tejidos vivos, y ser productoras de toxinas muy potentes. Dentro de
ellos estan incluidos los agentes causales de tétanos y botulismo.

[J Invasoras, con gran capacidad para colonizar tejidos, productoras de toxinas de
variada potencia sin llegar a la toxicidad de los agentes no invasores. Incluye a las
especies causantes de mancha, edema maligno, enterotoxemia, etc. (Uzal, 2008).

Se destacan dos caracteristicas propias de las clostridiosis: no se transmiten por contacto
directo, o sea que son enfermedades infecciosas no contagiosas; y tienen incidencia
esporadica o0 enzodtica, variando segun parametros regionales, climaticos, de manejo,
alimenticios o sanitarios. Se encuentran ampliamente distribuidos en el suelo y en el tracto
digestivo de los rumiantes sanos. Estan difundidas por todo el mundo, y existen regiones
en las que ciertas especies son enzoodticas. El caracter ubicuo de estos microorganismos
hace que la erradicacion de las enfermedades por las especies de Clostridium sea
practicamente imposible y necesite un control mediante medidas profilacticas. Las esporas
de clostridios tienen distinta presencia en el suelo, habiendo especies como el Clostridium
perfringens (C. perfringens) que se encuentra en todos los suelos, o especies como el
Clostridium tetani (C. tetani) que se encuentra con mayor prevalencia en tierra cultivada.
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Afortunadamente, las enfermedades de este grupo son unicas entre las bacterias porque
se pueden evitar eficazmente en casi todas las situaciones mediante la vacunacion y
medidas de manejo (Sterne, 1981; De Freitas, 1987; Radostits, 2002; Uzal, 2008).

Existen en la literatura distintas clasificaciones de las enfermedades histotoxicas
producidas por clostridios. Aqui presentamos una clasificacion basada en el tipo de
enfermedad producida (Uzal, 2013).

1. Grupo mancha/gangrena gaseosa
Enfermedades producidas por Clostridium chauvoei (C. chauvoei), Clostridium
septicum (C septicum), Clostridium perfringens (C. perfringens), Clostridium novyi
(C. novyi),Clostridium sordellii (C. sordellii).
2. Grupo infecciones hepaticas
Enfermedades causadas por C. novyi
Enfermedades causadas por Clostridium piliforme (C. piliforme)
3. Grupo neurotodxicas
Enfermedades causadas por Clostridium tetani (C. tetani)
Enfermedades causadas por Clostridium botulinum (C. botulinum)

3.1.1 ENTEROTOXEMIA

Enterotoxemia es el término empleado para denominar aquellas enfermedades causadas
por las toxinas de los diferentes tipos de C. perfringens dentro del intestino. Existen 5 tipos
diferentes de C. perfringens; A, B, C, D y E productores cada uno de ellos de 4 toxinas
principales, alfa, beta, épsilon e iota. Cada tipo esta asociado con una infeccién entérica
especifica que varia con cada animal. Estas toxinas junto a la enterotoxina y la toxina beta
2 son consideradas como importantes factores para la virulencia de este agente. (€@ ":

Cuadro 1. Clasificacion de C. perfringens de acuerdo con la produccion de las principales toxinas (Silva, 2006).

Toxina alfa Toxina Toxina Toxina iota Toxina Enterotoxina
beta épsilon Beta 2
C. perfringens tipo A X X X
C. perfringens tipo B X X X X
C. perfringens tipo C X X X X
C. perfringens tipo D X X X
C. perfringens tipo E X X X

El C. perfringens tipo A produce la toxina alfa siendo asociado a gangrena gaseosa y
dolencias entéricas de animales domésticos. El tipo B produce toxinas alfa, beta, épsilon y
esta asociado a enterotoxemia y disenteria en corderos. C. perfringens tipo C, productor de
toxinas alfa y beta, es la causa primaria de enteritis necrética en lechones con edades
entre 0 a 2 semanas y de enterotoxemia en rumiantes. El C. perfringens tipo D productor
de toxinas alfa y épsilon es la causa mas comun de enterotoxemia en ovinos y caprinos. El
tipo E produce toxinas alfa e iota y esta asociado a enterotoxemia en los animales
domésticos. Otro factor de virulencia importante es la enterotoxina que es producida por
todos los tipos de C. perfringens principalmente por el tipo A y también la toxina beta 2,
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fuertemente asociada a dolencias clostridiales en animales domeésticos (De Freitas, 1987;
Silva, 2006; Uzal, 2008)

3.1.2 EDEMA MALIGNO

El edema maligno es también conocido como Flemdn caseoso, Paragangrena gaseosa,
Paragangrena cefalica, Matlazahuatl (Costa del Golfo de México), Gangrena traumatica,
Carbunco parasintomatico, y Miositis clostridial (Runnells, 1968).

Es una patologia causada por uno o mas de los siguientes microorganismos: C. septicum,
C. chauvoei, C. perfringens, C. sordelliiy C. novyi (Uzal, 2008).

Aparece de forma esporadica y siempre relacionada a un traumatismo, accidental o
quirurgico, que es la puerta de entrada de la infeccién y crea las condiciones ambientales
de crecimiento bacteriano. Las heridas muy penetrantes acompafiadas por un traumatismo
grave proporcionan las condiciones mas favorables para el crecimiento de los anaerobios.
Afecta todas las especies animales y todas las categorias (Radostits, 2002).

La mayoria de los casos se observan como animales encontrados muertos en las 12-18
horas que siguen a un evento de castracién, descole, esquila, balneacién o cualquier otro
tipo de traumatismo. En algunos casos se pueden observar signos clinicos como debilidad,
temblores musculares, cojera e hinchazén de la zona afectada. Esta generalmente se
presenta con tono azulado y fria debida a la isquemia tisular, con una delgada linea
hiperémica que la separa del tejido normal (Uzal, 2008).

El edema es serosanguinolento y puede tener burbujas de gas, pero los musculos no estan
afectados. La piel de la zona afectada toma un color morado gangrenoso y se observan
edemas subcutaneos e intermusculares gelatinosos. Las cavidades peritoneal y toracica
estan cubiertas por un exudado serosanguinolento (Mareco, 2008).

3.1.3 HEPATITIS NECROTICA INFECCIOSA

El agente causal de la hepatitis necrética infecciosa 6 "Enfermedad Negra" (Black disease),
es el C. novyi tipo B que afecta ovinos, bovinos y cerdos. Tiene una prevalencia mayor en
ovinos, caracterizada por su aparicion repentina y su ausencia de sintomas ya que los
animales enfermos aparecen muertos. Lo poco que se puede observar es un gran
decaimiento, hipertermia, inmovilidad, diarrea, coma y muerte. Afecta preferentemente a
ovinos adultos, mayores de un afio de edad y bien alimentados, siendo muy rara su
aparicion en corderos. Se presenta preferentemente en otofio e invierno en areas bajas y
humedas, donde hay mas posibilidades de infectarse con metacercarias de F. hepatica.
Las esporas ingresan naturalmente con los alimentos y son transportadas al higado, bazo
y medula 6sea, donde se alojan de forma latente, particularmente en la capsula de Glisson
alrededor del parénquima hepatico. En condiciones normales las esporas no pueden
germinar debido a la alta oxigenacion de estos tejidos. Sin embargo, frente a una injuria
hepatica disminuye la irrigacion sanguinea y cae el potencial redox, creando las
condiciones adecuadas para la invasion del microorganismo (De Freitas, 1987; Radostits,
2002).

Otros predisponentes de la infeccidon son la alta infestacion por quiste hidatico, cisticercosis
por Cysticercus tenuicoliis, tenias como Thysanosoma actinoides, factores quimicos y
plantas toxicas que dafen el higado. La ictericia es raramente observada, ya que se
necesitan mas horas de las que normalmente sobreviven los animales para que los
pigmentos biliares se hagan visibles en los tejidos (Radostits, 2002; Uzal, 2008).

A la necropsia pueden observarse descargas sanguinolentas por nariz, ano y vulva, y una
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gran ingurgitacion de los vasos sanguineos subcutaneos, que le da color negro a la cara
interna de la piel. Los musculos abdominales estan cubiertos por un exudado gelatinoso y
se encuentra un abundante fluido seroso o serosanguinolento en las cavidades peritoneal,
pleural y pericardica. El higado presenta congestidn, de color rojo oscuro, y areas focales
de necrosis de color gris amarillento, rodeadas por una zona hiperémica de color rojo
brillante. Las lesiones hepaticas pueden ser visibles en la superficie de la cara
diafragmatica del érgano, pueden estar en la profundidad y pasar desapercibidas a no ser
que se hagan cortes seriados en el 6rgano, o pueden no estar presentes. Es habitual
encontrar signos de una invasion reciente de Fasciola hepatica en los canaliculos biliares.
Es posible también encontrar focos necréticos en rifiones (De Freitas, 1987; Robles, 1998;
Radostits, 2002)

3.1.4 HEMOGLOBINURIA BACILAR

Es una enfermedad aguda y fatal, producida por C. haemolyticum, de aparicion poco
frecuente en ovinos, siendo mas comun de encontrar en bovinos. Se presenta
preferentemente en verano y otofio, en regiones bajas y humedas. Su ocurrencia esta
dada después de algun dano tisular hepatico, como consecuencia de la infestacién masiva
de Fasciola hepatica. Su patogenia y sintomatologia es similar a la de la hepatitis
necrotica, apareciendo ademas hay ictericia, anemia y hemoglobinuria. El desarrollo de un
trombo organizado en una rama subterminal de la vena porta produce el gran infarto
isquémico que caracteriza a esta enfermedad. La mayoria de las bacterias se aloja en este
infarto, y en condiciones anaerobias liberan sistematicamente toxinas neurotoxica vy
hemoliticas, que causa la toxemia, lesion vascular generalizada y hemdlisis intravascular
(Radostits, 2002).

Es comun encontrar animales muertos, sin observarse sintomatologia. En el cuadro
anatomopatolégico se destaca la coloracion ictérica en toda la carcasa, edema gelatinoso
cubriendo el subcutaneo, la vejiga con contenido de color rojo, los rifiones cubierto por
petequias y el intestino delgado con intensas hemorragias. La lesion caracteristica de la
hemoglobinuria es el infarto isquémico del higado. Pueden existir uno o mas infartos de
forma triangular en cualquier parte del higado, de color cobre, rodeados por una zona de
hiperemia, y tiene aspecto general de necrosis local (De Freitas, 1987; Radostits, 2002;
Uzal, 2008).

3.1.5 TETANOS

Es una enfermedad infecciosa grave, con alta tasa de mortalidad, causada por la toxina de
C. tetani. Se relaciona la enfermedad a un proceso traumatico contaminado que permite
que las esporas germinen en un medio adecuado de tensién reducida de oxigeno
lograndose la proliferacion masiva del agente y la produccion de la toxina. Los factores que
favorecen o predisponen su aparicion son todas las heridas por esquila, castracion,
destete, inyecciones mal aplicadas o con instrumentos sucios, balneaciones post esquilas,
utilizacién de anillos para castracion, cambio de denticién, etc. Los bacilos del tétanos
permanecen localizados en el lugar de introduccion y no invaden los tejidos adyacentes.
Estos microorganismos proliferan y producen tetanolisina y tetanoespasmina. La
tetanolisina promueve la necrosis tisular local mientras que la tetanoespasmina se difunde
a la circulacion sistémica absorbiéndose por linfa y sangre, o neural a través de los nervios
periféricos llegando a las neuronas motoras del cuerno ventral de la médula espinal por
transporte retrégrado intraaxonal (De Freitas, 1987; Radostits, 2002).

El mecanismo de accion de la tetanoespasmina sobre el sistema nervioso consiste en el
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bloqueo del impulso nervioso espontaneo a nivel presinaptico, que provoca la liberacion de
los neurotransmisores GABA y glicina, con la consiguiente desinhibiciéon de las neuronas
motoras. El efecto es una contraccién espasmaodica de los musculos de la zona afectada,
frecuentemente la cabeza y la nuca, extendiéndose luego a los miembros vy
generalizandose a todo el cuerpo. Al comienzo de la enfermedad los animales se
presentan envarados y con una hiperestesia manifiesta a los sonidos y golpes, con
espasmos musculares en los parpados y en la nuca, protrusion del tercer parpado y
blefaroespasmo. A medida que avanza el cuadro las contracciones comienzan a
generalizarse, hay opistétonos, trismo maxilar, incapacidad para masticar y deglutir, fiebre
y postracion. Presentan intensos temblores tonico clénicos de las extremidades seguidas
de periodos de relajacion. Adoptan en esta fase una expresion ansiosa y disneica,
sobreviniendo la muerte por asfixia entre las 12 y 18 hs de comenzados los sintomas, con
marcada hipotermia. No existen alteraciones macroscépicas en el examen post mortem,
sélo se puede llegar a observar la herida que sirvié de puerta de entrada. La mortalidad es
del 80% (De Freitas, 1987; Radostits, 2002; Mareco, 2008).

3.1.6 BOTULISMO

Es una enfermedad producida por la ingestion de la toxina del C. botulinum, caracterizada
por desencadenar un cuadro de paralisis motora de consecuencias fatales. Existen 6 tipos
toxigénicos: A, B, C, D, E, F, siendo los mas relevantes en mamiferos los tipos C y D. Su
accion farmacoldgica es la misma pero se diferencian serolégicamente.

El agente se encuentra en el suelo, principalmente en areas endémicas, y en el tracto
gastrointestinal de los animales. La mayor concentracion esta en cadaveres, carrofa, y
materia organica en descomposicién. Estas condiciones constituyen un habitat ideal para
las esporas, con activa multiplicacién y produccién de grandes cantidades de toxina de
altisimo poder letal. Es una enfermedad tipica del bovino que pasta en zonas carentes de
fésforo y que come huesos. Es rarisima en ovinos y en caprinos, al punto de no haber sido
diagnosticada en ovinos en Argentina ni en Uruguay; esto se puede deber a que los
desbalances carenciales en ovinos son muy dificiles de encontrar. Se produce la
enfermedad por consumir pequefas cantidades de toxina, se absorbe por la sangre y es
llevada al sistema nervioso, provocando una paralisis flacida y causando la muerte del
animal por asfixia (De Freitas, 1987; Radostits, 2002; Mareco, 2008).

3.2 CLOSTRIDIUM CHAUVOEI

3.2.1 CLASIFICACION Y MORFOLOGIA

Este microorganismo pertenece al Phylum Firmicutes, Clase Clostridia del orden de los
Clostridiales, de la familia de las Clostridiaceae y del género Clostridium. Son bacilos
anaerobios Gram positivos y se caracterizan por su forma alargada, cuya longitud es de 3
a 8 ym, es de bordes redondeados y mévil gracias a los flagelos peritricos que posee, no
tiene capsula, pero si esporas ovales y subterminales. La forma vegetativa de C. chauvoei
tiene dos antigenos aglutinantes, el antigeno somatico O estable al calor (haet-stable)
comun a todas las cepas y el antigeno H labil al calor (heat-labil) de los cuales hay dos
tipos (Moussa, 1959; Martinez, 2011).
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3.2.2 LA ENFERMEDAD

Una de las principales enfermedades en las que se encuentra involucrado C. chauvoei es
en el carbunco sintomatico; la cual también es conocida como carbon, pierna negra, mal de
paleta, gangrena enfisematosa o pernera. Esta enfermedad es una infeccion caracterizada
por ser febril, enzodtica, que afecta al ganado vacuno, habitualmente en edades entre los 6
meses a 2 afos de edad y con un buen estado corporal; por ello tiene un gran impacto en
la economia.

Afecta principalmente las zonas de mayor masa muscular como lo son las caderas,
hombros, dorso y cuello. Los animales llegan a presentar fiebre alta, cojera asociada con
fluctuaciones, crepitacion y en la mayoria de los casos termina con la vida del animal en un
periodo de 1 a 3 dias después de la aparicidén de los sintomas. La forma de ingreso de C.
chauvoei al organismo; es comunmente por via oral, a través de algunas heridas
predispuestas en la mucosa de los animales, o al consumir agua o pastos contaminados
con esporas de esta bacteria que al llegar a las mucosas se distribuyen, por via
hematdgena, a diferentes érganos y tejidos del organismo, como el cuello y miembros
posteriores.

Debido a la presencia de magulladuras del musculo, ejercicio excesivo, indigestién aguda o
cualquier proceso que desvitalice al tejido, se generan las condiciones adecuadas para su
crecimiento, por la presencia de glucégeno del musculo y un pH alcalino. Una vez que las
condiciones son alcanzadas, se genera la forma vegetativa de esta bacteria, donde se
producen toxinas y otras enzimas, cada una con un fin especifico, aunque en general
causan una severa inflamacién del musculo, hemorragia, edemas gaseosos, degeneracion
celular a consecuencia de la mionecrosis, y aumento de la temperatura corporal, alrededor
de los 40°C 9@V Finalmente, hay una bacteriemia que se da Gnicamente en la fase final
de la enfermedad y que conlleva a la muerte del animal. Este se encuentra en posicion
decubito lateral con el miembro afectado extendido y rigido, se produce putrefaccion y
meteorismo post mortem con exudado espumoso que sale del ano y la nariz. Se nota un
olor rancio como de acido butirico y se puede notar la produccidon de gas en el higado.

Si se llegara a detectar algun sintoma de aletargamiento del animal y se ubicara el lugar de
la infeccidon, estan indicadas las dosis masivas de antisuero y antibiéticos como la
penicilina en dosis de 20000 a 30000 UI/Kg de peso vivo en forma local y parenteral. Es
conveniente lavar la herida, inyectar peréxido de hidrégeno y colocar compresas frias en el
area.

Debido a que es muy dificil detectar algun sintoma de manera oportuna, la forma mas
adecuada para controlar los indices de incidencia de la enfermedad es con el esquema de
vacunacion con las bacterinas comerciales, en donde se menciona que se debe vacunar al
segundo mes y revacunar al tercer mes de vida; pero se recomienda que cada
establecimiento deba disefiar una estrategia acorde con el tipo de explotacion y sus
condiciones de manejo, ya que de esto dependera la predisposicion que tengan los
animales a enfermarse; por ejemplo, en ganado de cria, la vacunaciéon de refuerzo a los
vientres un mes antes del parto para transferir inmunidad a los terneros a través del
calostro, o se da la aplicacién de una tercera dosis de vacuna a todos los terneros que se
destetan, para garantizar que todos los terneros nacidos en esa época hayan recibido por
lo menos 2 dosis (Robles, 1998; Uzal, 2008; Cattaneo & Bermudez, 2010; Tizard, 2009;
Songer, 2010; Larson, 2011; Martinez, 2011).
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Figura 1. Lesiones de mancha en bovinos. (Bermudez, 1997).

3.2.3 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

3.2.3.1 REMISION DE MUESTRAS

Para llevar a cabo la confirmacion del agente etiolégico que esta involucrado en la
enfermedad, se debe hacer una toma de muestra, la cual se debe recolectar
inmediatamente después de la muerte del animal y almacenarse en las condiciones
apropiadas hasta su uso, con el fin de evitar errores, debido al crecimiento de bacterias
invasoras y dar falsos positivos. Por ejemplo, C. septicum puede ser un invasor post-
mortem, porque no requiere condiciones de anaerobiosis estrictas y prolifera en el
organismo ya muerto por C. chauvoei, y si la toma de muestra no se realiza rapidamente
unicamente se llegara a detectar a la bacteria invasora, dando resultados erroneos.

Las muestras a enviar son trozos de tejido afectado y tejido sano refrigerado entre + 4y - 8
°C para diagndstico bacteriolégico y en formol al 10 % para histopatologia (Quinn, et al.,
1994, Popoff & Bouvet, 2009).
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3.2.3.2 CARACTERISTICAS DEL CULTIVO

C. chauvoei es una bacteria anaerdbica estricta, esto quiere decir que requiere una
atmoésfera con una tension de oxigeno inferior a 0.5% que para lograrla se necesita de
sistemas generadores de anaerobiosis en los que se encuentran los sistemas Gas-Pak.
Cuando son cultivados en agar sangre, las colonias son pequefias, planas, transparentes
con presencia de un halo de hemolisis (Cattaneo & Bermudez, 2010; Martinez, 2011).

Los medios de cultivo que se emplean para anaerobios tienen una alta proporcion de
peptonas e hidratos de carbono, ya que su metabolismo es mas exigente que el de
bacterias facultativas y requieren factores de crecimiento como la hemina y vitamina K, ya
sea en medio liquido o sélido; por ejemplo, el caldo tioglicolato y el agar sangre mas los
suplementos anteriormente mencionados. Sus productos de fermentacion son el acido
acético, propionico y butanol (Cattaneo & Bermudez, 2010; Martinez, 2011).

3.2.3.3 SIEMBRA'Y AISLAMIENTO

Para la recuperacion de bacterias del género Clostridium a partir de muestras clinicas, se
pueden utilizar los siguientes medios: agar sangre para anaerobios, agar Brucella, agar
sangre PEA, agar Schaedler, agar sangre para anaerobios CDC, etc. Es conveniente
incluir un medio con yema de huevo para investigar la produccién de lipasa y lecitinasa y
un medio liquido de enriquecimiento, como el Cooked meat. La incubacion se hara a 37°C
en anaerobiosis (camaras, jarras o bolsas con generadores de atmdsfera anaerobia). Las
colonias son hemoliticas y aspecto crateriforme. F9"@ 2 (Quinn, et al., 1994, Popoff &
Bouvet, 2009)

F Y
Figura 2. Colonias de Clostridium chauvoei (Cattaneo, 2013).
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3.2.3.4 PRUEBAS BIOQUIMICAS

La identificacion de las bacterias anaerobias depende no solo de su citomorfologia sino
también de su patrén metabdlico, es decir de su capacidad para fermentar diversos
azucares, produccién de ciertos metabolitos, hidrélisis de algunos compuestos como
esculina o la determinacion del perfil de acidos grasos producidos como producto final de
la fermentacioén de la glucosa. Cada bacteria o grupo de bacterias tiene un perfil enzimatico
y por lo tanto su perfil de capacidad de comportamiento bioquimico lo que permite
identificar usando tablas o cuadros que muestran el comportamiento de cada género y
especie (Martinez, 2011; Rodriguez-Cavallini, 2011).

Las comunmente usadas para el género Clostridium son la determinacion de lecitinasas y
lipasas en yema de huevo, hidrdlisis de gelatina, digestion de la leche, produccién de indol
y fermentacion de carbohidratos (Cuadro 2), (Martinez, 2011; Rodriguez-Cavallini, 2011).

Cuadro 2. Pruebas bioquimicas de los Clostridios.

"Especie  Glucosa Maltosa Lactosa Salicilina H2S Gelatina Indol  Leche
C. chauvoei + + + - + + " Acidificada
C. septicum + + + + + + - Acidificada
C. novyitipo B + + + - + - - Digerida
C. perfringens + + + - + + - Muy

fermentada
C. hemolyticum + - - - + + + Acidificada
C. tetani - - - - +/- - - Sin cambio
C. botulinum + + - - + + - Acidificada
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3.2.3.5 TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA

Un modo rapido de identificar a C. chauvoei es por medio de la técnica de
inmunofluorescencia directa, que consiste en enfrentar anticuerpos contra C. chauvoei
conjugados con isotiocianato de fluoresceina a criosecciones de los tejidos afectados y
observar fluorescencia especifica al microscopio de luz ultravioleta 9" % (Assis, 2001;
Tizard, 2009; Martinez, 2011; Cattaneo, 2011).

Figura 3. Inmunofluorescencia directa de Clostridium chauvoei (Cattaneo, 2013).

3.2.3.6 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Se ha desarrollado las técnicas de PCR multiplex, PCR tagman, y real time PCR en donde
es posible detectar C. chauvoei y C. septicum los cuales pueden ser encontrados en
asociacién en los distintos cuadros de mionecrosis en diferentes especies animales (Figura 4)
(Assis, 2008; Lange, 2010; Cattaneo; 2011; Garofolo, 2011).

Clostridium chauvoei 516 pb ~

Clostridium septicum 270 pb —™9

Figura 4. PCR de Clostridium chauvoei (516 pb) y Costridium septicum (270 pb) (Cattaneo, 2013).
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3.2.3.7 INMUNOHISTOQUIMICA

La técnica de inmunohistoquimica se basa en la deteccion de los microorganismos en
cortes de tejidos con anticuerpos especificos y brinda también un diagndstico definitivo
(Figura®) (Uzal, 2010).
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Figura 5. C. chauvoei en musculo estrlado por mmunohlstoqwmlca (Flecha) (Uzal, 2013).

3.2.4 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Hay muchas causas de muerte subita en la especie bovina, y es por eso que pueden ser
muchos los diagndsticos diferenciales para la enfermedad causada por el C. chauvoei,
resultando dificil la diferenciacion (Garofolo et al., 2011, Uzal, 2013). Entre los diagndsticos
diferenciales mas importantes se destacan la electrocucién por rayo, el carbunco
bacteridiano, el saturnismo agudo (intoxicacion por plomo), intoxicaciones por plantas
hepatotoxicas, la tetania de la lactacion, también otras clostridiosis como el edema maligno
0 gangrena gaseosa, enterotoxemias y hemoglobinuria bacilar entre otras causas de
muerte subita. Detallandose a continuacion algunas de las mas significativas.

3.2.4.1 EDEMA MALIGNO

El caso del edemamaligno (gangrena gaseosa) es una infeccion de heridas agudas a
diferencia de la mancha que no tiene puerta de entrada. Es causada por microorganismos
del género Clostridium entre ellos también C. chauvoei. Como caracteristica de esta
enfermedad se observa inflamacion aguda en el lugar de la infeccién y toxemia intensa
(Radostits, 2002; Garofolo et al., 2011; Uzal, 2013).

3.2.4.2 OTRAS CLOSTRIDIOSIS

La hepatitis infecciosa necrosante es producida por C. novyi tipo B, mientras que la hemo-
globinuria bacilar es producida por el tipo D del mismo microorganismo, también llamado
C. haemolyticum. La hepatitis infecciosa necrosante es una enfermedad que se presenta
generalmente en ovinos, mientras que la hemoglobinuria bacilar lo hace en los bovinos
generalmente después de una injuria en el higado y muy cominmente asociada a Fasciola
Hepética. Esto no quiere decir gue no puedan presentarse en ambas especies con muerte
subita, es por ello que pueden llegar a ser diferenciales de “mancha”. La enterotoxemia
producida por C. perfringens se presenta como una enfermedad gastrointestinal en
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bovinos. No es claro el rol que juega el microorganismo y a su vez se posee poca
informacion, pero algunos autores lo citan como posible diagnéstico diferencial de muerte
subita (Uzal, 2013).

3.2.4.3 ELECTROCUCION POR RAYO

Suele manifestarse con quemadura en el pelo y antecedentes de tormenta en la region.
(Garofolo et al., 2011).

3.2.4.4 CARBUNCO BACTERIDIANO

El Carbunco, Antrax o Pustula Maligna es causado por el Bacillus anthracis. Esta es una
bacteria grande, Gram positiva y formadora de endosporas frecuentemente encontrada en
muestras ambientales y en tejidos corporales expuestos al O2. Es una enfermedad
caracterizada por presentar septicemia y muerte repentina, con salida de sangre por los
orificios corporales del cadaver. Son signos aparentes de esta enfermedad la incapacidad
de la sangre para coagular, la esplenomegalia y la ausencia de rigidez cadavérica. La
“‘mancha” o carbunco sintomatico sobreagudo es a veces confundido con Carbunco o
antrax, pero el C. chauvoei se observa casi exclusivamente en animales jévenes (hasta 2
anos) y ademas se caracteriza por tumefacciones crepitantes que no existen en el
carbunco (Riet et al., 1998; Radostits, 2002).

3.2.45 SATURNISMO Y TETANIA HIPOMAGNESEMICA

El saturnismo al igual que la tetania hipomagnesémica aparecen con signos manifiestos de
tipo nervioso, y presentan un cuadro necropsico completamente distinto al presentado en
el caso de las Clostridiosis (Riet et al., 1998; Radostits, 2002).

3.2.4.6 METEORISMO

En el caso de los animales que aparecen muertos por meteorismo agudo se puede
observar la marcada distension abdominal y corrimientos serosanguinolentos por todos los
orificios corporales, siendo también diferencial del carbunco. Casi siempre pueden
valorarse las probabilidades en pro y en contra de cada uno de estos procesos y un caso
de duda puede recurrirse a los examenes de laboratorio (Radostits, 2002).
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3.2.5 CLOSTRIDIOSIS EN URUGUAY

La mayoria de las enfermedades clostridiales que afectan a bovinos y ovinos fueron
identificadas en nuestro pais. Los primeros aislamientos de C. chauvoei fueron realizados
por el Dr. Casas Olascoaga en el afio 1961 y el Dr. Leaniz en el 1964. En el cuadro 3 se
detallan los aislamientos clostridiales realizados en Uruguay hasta la fecha. (Com. pers.
Dr. Julian Bermudez, 2013)

- Cuadro 3. Enfermedades clostridiales diagnosticadas en Uruguay.

ENFERMEDAD AGENTE ETIOLOGICO AISLAMIENTO Y/O ESPECIE OCURRENCIA
IDENTIFICACION DEL AGENTE EN URUGUAY
Mancha Clostridium chauvoei Dr. Casas Olascoaga, 1961- Dr. Bovino XXXX
Leaniz, 1964 6 meses -2
anos
Gangrena Clostridium chauvoei Dr. Casas Olascoaga, 1961- Bovino - ovino XXXX
gaseosa Dr.Leaniz, 1964
Clostridium septicum Dr. Casas Olascoaga, 1961- Bovino - ovino XX
Dr.Leaniz, 1964
Clostridium sordellii Dr .Quifones - 1992 Bovino X
Clostridium perfringens tipo A Dr. Leaniz, 1964 Bovino X
Enterotoxemias Clostridium perfringens tipo A Dres. Cattaneo-Bermudez, 2013 Ovino X
Dres. Cattaneo—Dutra-Bermudez, Bovino X
2013*
Clostridium perfringens tipo B | Dres. Cattdneo—Bermudez, 2013 Bovino X
Beta toxina positivo
Clostridium perfringens tipo C (sin publicar)
Clostridium perfringens tipo D Dr. Casas Olascoaga, 1961-Dr. Ovino XXXX
Leaniz, 1964
Clostridium sordellii Dr. Bermudez, 1997 Bovino X
(sin publicar)
Hepatitis Clostridium novyi tipo B Dr. Casas Olascoaga, 1961-Dr. Ovino XX
necrotica Leaniz, 1964
Hemoglobinuria Clostridium haemolyticum Dres. Perdomo — Carreto, 1984 Bovino XX
Bacilar
Tétanos Clostridium tetani Dr. Bermudez, 1981 (sin publicar) Bovino X
(clinica e identificacion de toxina)
Clostridium tetani Dr. Bermudez, 1981 Ovino XXXX
(clinica e identificacion de la
toxina)
Botulismo Clostridium botulinum tipo D Dr. Bermudez, Bovino XX

(clinica y presencia de toxina)

*Caso de yeyunitis hemorragica en bovino (primera identificacion).

XXXX: MUY FRECUENTE
XXX: MEDIANAMENTE FRECUENTE
XX: POCO FRECUENTE

X: ESPORADICO

Bermudez & Cattaneo 2013
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En Uruguay se estima una pérdida de US$ 100 millones anuales en el sector ganadero
debido a la no prevencion contra la clostridiosis, provocando pérdidas importantes para la
ganaderia, para todo el complejo de la carne y para la economia del pais. Se estima que
de un total del 3% de muertes a nivel nacional, la tercera parte son debidas a las
clostridiosis. Al precio del ganado gordo se podria decir que las pérdidas ascienden a lo
antes mencionado (Hugo Montaner, Presidente de la Camara de Especialidades
Veterinarias, El Observador, 2011).

Desde el punto de vista legal no es obligatorio la vacunacidon contra Carbunco sintomatico
en nuestro pais, pero un decreto del Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca (MGAP)
del 31 de julio del 2012 hace referencia al control sanitario de los campos de recria en
donde especifica la vacunacién de todos los animales que ingresan a este tipo de
establecimientos contra carbunco sintomatico y el egreso de estos con el certificado
extendido por el Veterinario de libre ejercicio que haga constar dicha vacunacion (MGAP,
2012).

4 CALIDAD DE LAS VACUNAS UTILIZADAS EN LA PROFILAXIS DE LAS
CLOSTRIDIOSIS EN EL URUGUAY

Considerando que el uso de vacunas en la profilaxis de las clostridiosis es el unico método
viable y econdmico para el control de estas enfermedades, el éxito en el mismo depende
de tener vacunas de alta calidad. Es por esto que la Direccion General de Servicios
Ganaderos dispone de los mecanismos legales para asegurar la calidad de los biolégicos
utilizados en el pais.

En el cuadro 4 se describen las vacunas clostridiales registradas frente al MGAP.

Cuadro 4. Vacunas clostridiales registradas en nuestro pais.

Laboratorio Nombre Composicion Adyuvante Estado Dosis | Via Especie
Bayer BAY BAC VISION Bacillus anthracis y Acuoso Atenuada/ | 2mL SC Bovinos, ovinos y
MC Clostridium chauvoei inactivada caprinos
BAY BAC VISION Clostridium chauvoei, Acuoso Inactivada | 5 mL SC Bovinos
EMG PLUS septicum, novyi By D,
perfringens D 2mL SC Ovinos y caprinos
Biogénesis BIOCLOSTRIGEN Clostridium chauvoei, Acuoso Inactivada | 5 mL SC Bovinos
J5 septicum, perfringens Cy
D, E. coli5 2mL | SC Ovinos
POLICLOSTRIGEN Clostridium chauvoei, Acuoso Inactivada | 5 mL SC Bovinos
septicum, novyi B,
perfringens Cy D,
sordellii, haemolyticum y 3mL SC Ovinos
E. coliJ5
Hipra -Invet TOXIPRA-S7 Clostridium chauvoei, Oleosa Inactivada | 4 mL SC Bovinos
septicum, novyi,
perfringens B, Cy D, 2mL SC Ovinos
sordellii
Merial SINTOXAN 9th Clostridium chauvoei, Acuoso Inactivada | 3 mL SC Bovinos, caprinos
septicum, novyi B, y ovinos
perfringens By D,
sordellii, haemolyticum y
tetani
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ULTRAVAC Clostridium chauvoei, Acuoso Inactivada | 4 mL SC Bovinos
septicum, novyi B,
perfringens D 2mL SC Caprinos y ovinos
Microsules CLOSTRIDIAL Clostridium haemolyticum Doble Inactivada - - Bovinos
H+HEMOGLOBIN emulsion
URIA
Nutritex CARBUMAN Bacillus anthracis y Acuoso Atenuada / - SC Bovinos, ovinos y
Clostridium chauvoei inactivada suinos
MANCHA Y - - Inactivada - SC Bovinos y ovinos
GANGRENA
GASEOSA PLUS
Pfizer ULTRACHOICE 8 Clostridium chauvoei, Acuoso Inactivada | 2 mL SC Bovinos
septicum, novyi,
perfringens C y D, TmL | SC Ovinos
sordellii, haemolyticum
Rosenbusch | BACTERINA Clostridium haemolyticum Acuoso Inactivada - SC Bovinos y ovinos
HEMOGLOBINURI
ABACILAR
IR9 Clostridium chauvoei, Acuoso Inactivada - - Bovinos, caprinos
septicum, novyi A, By D y ovinos
perfringens B, Cy D,
MANCHA, Clostridium chauvoei, Acuoso Inactivada - SC Bovinos y ovinos
GANGRENA septicum, perfringens Cy
GASEOSAY D
ENTEROTOXEMIA
Santa Elena | DUPLEX Bacillus anthracis y Acuoso Atenuada/ | 2mL SC Bovinos y suinos
Clostridium chauvoei inactivada
1mL SC Ovinos
CLOSTRISAN Clostridium chauvoei, Acuoso Inactivada | 4 mL SC Bovinos
septicum, novyi B,
perfringens D, sordelli, 2mL SC Caprinos y ovinos
haemolyticum
CLOSTRISAN 9+T Clostridium chauvoei, Acuoso Inactivada | 5mL SC Bovinos
septicum, novyi B,
perfringens A, B, Cy D,
sordellii, haemolyticum y 2mL SC Caprinos y ovinos
tetani
CLOSTRISAN Clostridium chauvoei, Oleoso Inactivada | 4 mL SC Bovinos
Adyuvac septicum, novyi B,
perfringens D, sordellii,
haemolyticum
CLOSTRISAN T Clostridium chauvoei, Acuoso Inactivada | 4 mL SC Bovinos
septicum, novyi B,
p erfrlngen.s D, sorde///{, 2mL SC Caprinos y ovinos
haemolyticum y tetani
TETANIC Clostridium tetani Acuoso Inactivada | 3 mL SC Bovinos
2mL SC Caprinos y ovinos
Uruguay CARMANVET Bacillus anthracis y Acuoso Atenuada / - - Bovinos, caprinos,
Clostridium chauvoei inactivada ovinos y suinos
POLIVET Mancha, gangrena - Inactivada - SC Bovinos y ovinos
gaseosa Yy otras
clostridiosis
TETANIVET Clostridium tetani Acuoso Inactivada - SC Bovinos, caprinos

y ovinos

Fuente: Vademécum de especialidades veterinarias. 2012.
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4.1 PARAMETROS QUE SE EVALUAN PARA LA ACEPTACION DE UNA
VACUNA COMERCIAL

Esterilidad (solo en casos de vacunas inactivadas):

La esterilidad es la ausencia de organismos vivos, en el caso de los productos
inactivados, debe estar libre de virus, bacterias, hongos y micoplasmas.

Se realiza a través de métodos microbiol6gicos verificando ausencia de crecimiento
para aerobios, anaerobios y hongos. Medios usados: Caldo TSA (Triptosa Soya
Agar), Saboraud, Tioglicolato. Se incuba a 37°C aerobios, 25°C hongos, se
observa durante 14 dias.

Las vacunas cumplen con las especificaciones de esterilidad si luego de concluido
el periodo de incubacién no se observan crecimiento de microorganismos. Si el
resultado es positivo o dudoso se efectuarda un segundo ensayo y si no se observa
crecimiento el producto cumple.

Si se observa nuevamente turbidez se envia a bacteriologia con el fin de saber que
contaminante esta presente.

Inocuidad en cobayos:

La inocuidad es una propiedad que deben poseer los productos biolégicos para no
producir efectos adversos generales y locales.

Se inocula 1/5 de la dosis aplicada para bovinos o %2 de la dosis para ovinos por via
s/c y se observa durante 7 dias no debiendo observarse signos locales o generales
de importancia. Si se presentan reacciones desfavorables atribuibles al producto se
repite la prueba.

Toxicidad a doble dosis en cobayos.

En caso de C. chauvoei seria conveniente controlar todas las series, aunque en
estos casos las muestras se evaluan de lotes al azar si son laboratorios nacionales
(por razones operativas) y se realiza la prueba en todos los lotes de las vacunas
importadas.

4.1.1 PRUEBA DE POTENCIA O EFICACIA INMUNOLOGICA PARA C. CHAUVOEI

La potencia de una vacuna es la capacidad de proteger a los animales vacunados
produciendo una respuesta inmunoldgica protegiendo al animal contra la enfermedad.
Existen métodos validados para medir esa potencia en animales de laboratorio que estan
correlacionados con las pruebas en animales de destino.

El método utilizado a nivel nacional y del MERCOSUR es el siguiente. (OIE, 1996;
Mercosur, 1997).

1. Vacunacion y revacunacion a los 21 dias 10 cobayos con 1/5 de la dosis utilizada

para bovinos.
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2. Desafio en 8 cobayos: 14 dias después de la revacunaciéon se descarga 100 dosis
letales DL 50 contenidas en 0,5 ml via I/M.

3. Paralelo a esto se le inocula la misma dosis de DL 50 a 5 cobayos como grupo
testigo (sin vacunar).

4. La suspension utilizada para el desafio es un cultivo vivo de C. chauvoei, cepa MT2
(volumen 0,25 ml de la dosis compuesta por el antigeno y 0,25 ml de cloruro de
calcio al 10%) inoculada por via I/M.

5. Los animales inoculados se observan diariamente durante 3 dias.

6. Interpretacion de resultados: para que la prueba sea valida al menos el 80% de los

controles deben morir al menos en los 3 dias posteriores al desafio.
Para validar el test el 80% de los animales vacunados deben sobrevivir, si mueren 3
0 mas cobayos el ensayo se considera insatisfactorio. En caso que mueran hasta 2
cobayos del grupo vacunado es posible proceder a una reprueba. Se repite el
procedimiento y los criterios de aprobacion son los siguientes: los controles muere
el 80% dentro de los 3 dias posteriores al desafio. €% ® Sj esto se cumple se
procede a la evaluacion estadistica de los resultados.

Cuadro 5.Prueba de desafio en cobayos.

N° cobayos | N° acumulado N° acumulado N° acumulado Controles
vacunados cobayos cobayos muertos cobayos muertos muertos
vacunados para un ensayo para un ensayo

satisfactorio insatisfactorio
8 8 1 o menos 3 0 mas 80%
8 16 4 0 menos 50 mas 80%

La cepa de referencia utilizada para el desafio es la cepa MT 2 (Potencia 10 *®). Una vez
aprobada la vacuna se envia al laboratorio interesado el resultado final. En caso de no
aprobacion del lote, se envia el resultado al laboratorio interesado, el cual no debe vender
esa serie y queda encargado de avisar al DILAVE de su destruccion.

En caso de que a una serie no se le realice control de potencia, pero si de esterilidad, el
DILAVE acepta los certificados de las pruebas de control del producto terminado del
laboratorio elaborador (Codex British Veterinary 1965; BP 85; 9 CFR part 113. 1992; OIE,
1996; Mercosur, 1997).

5 RESPUESTA DE ANTICUERPOS EN BOVINOS VACUNADOS CON ANTIGENO DE
C. CHAUVOEI

Se considera habitualmente una enfermedad bovina limitada principalmente a los animales
jovenes entre 6 meses y dos anos de edad, aunque también se produce ocasionalmente
en animales mas jovenes y en los adultos de hasta 3 anos. En el campo los factores de
riesgo incluyen el crecimiento rapido del ganado y una dieta muy energética. La toxina del
C. chauvoei produce una miositis necrosante, localizada en los musculos esqueléticos,
entrando a su vez en la via sistémica creando una toxemia generalmente mortal. Se ha
observado una presentacion atipica de muerte subita ocasionada por este clostridio
causando una miositis cardiaca. Esta enfermedad se caracteriza por ser esporadica,
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desarrollarse en forma enddgena y extraordinariamente rapida (Sterne, 1978; Radostits,
2002).

En caso de lograr ver algun sintoma se ve cojera grave, normalmente con hinchazén en la
parte superior de la extremidad afectada. Si bien las lesiones se encuentran generalmente
en la parte superior de los miembros, también puede encontrarse en la base de la lengua,
musculo cardiaco, musculos del diafragma y psoas, la falda y la ubre, 12 a 36 horas
posteriores a los sintomas el animal muere. “La tasa de mortalidad del carbunco
sintomatico se aproxima al 100%” (Radostits, 2002).

La proteccion contra estas enfermedades es por medio de vacunacién, pero a diferencia de
otras infecciones clostridiales en donde la inmunidad contra las toxinas juega un rol
predominante en la proteccion, en C. chauvoei la respuesta inmunitaria tiene que ser en
gran parte antibacterial (Chandler, 1974; Chandler, 1975; Stevenson, 1980).

La forma vegetativa de C. chauvoei tiene dos antigenos aglutinantes, el antigeno somatico
O estable al calor (heat-stable) comin a todas las cepas y el antigeno flagelar H 14abil al
calor (heat-labil). Esta demostrado que el antigeno flagelar juega un rol importante en la
induccion de una inmunidad protectora en los animales (Moussa, 1959; Tamura et al.,
1984).

Para evaluar la potencia de estas vacunas se tomaron las normas establecidas por la
British Pharmacopoeia (BP) o el Code of Federal Regultations (CFR). Las normas
establecen al test de desafio en cobayos como prueba de potencia para vacunas que
contengan C. chauvoei. Este ha sido validado, bajo condiciones de laboratorio, para ovinos
y bovinos (Macheak, 1972; Crichton, 1986).

Se desarrollé un método de aglutinacion en placa de tipo flagelar para medir anticuerpos
en animales vacunados con C. chauvoei. Este método fue validado con la técnica de
desafio en cobayos y se observo que cuando 0.5 pL 0 menos de suero problema aglutinan
un antigeno estandarizado indica 100 % de proteccion (Claus, 1972).

Posteriormente se demostro la relacion entre los titulos aglutinantes y la respuesta inmune
contra C. chauvoei en bovinos vacunados con vacunas comerciales, (evaluadas por la
técnica de desafio en cobayos), dando como resultado una respuesta inmune igual o
mayor en esta especie (Macheak, 1972).

La vacuna experimental a evaluar fue elaborada por Laboratorios Santa Elena donde se
incluye nuevas valencias de antigenos clostridiales (Clostridium perfringens tipo A, B, C y
Clostridium tetani). Debido a que en cada nueva formulacion se deben de evaluar los
antigenos que la componen, para este experimento se considerara la evaluacién de C.
chauvoei debido a su importancia como patologia animal y debido a que se tiene una
técnica seroldgica validada con la prueba de potencia por desafio en cobayos.

6 HIPOTESIS

La vacuna a evaluar produciria anticuerpos con titulos protectivos contra C. chauvoei.
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7 OBJETIVOS
7.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la respuesta de anticuerpos contra Clostridium chauvoei en bovinos inmunizados
con una vacuna comercial anticlostridial polivalente utilizando la técnica de aglutinacion en
placa.

7.2 OBJETIVOS PARTICULARES

o
1

Produccién del antigeno aglutinante para la prueba en placa.
Estudio por microscopia electronica de la cepa de C. chauvoei.
Desarrollo de la técnica de aglutinacion.

Determinacion del titulo de anticuerpos en los animales vacunados.

PR

8 MATERIALES Y METODOS
8.1 PRODUCCION DEL ANTIGENO AGLUTINANTE
8.1.1 CEPA

La cepa maestra de C. chauvoei fue cedida por Laboratorios Santa Elena S.A. Esta se
utiliza para la produccion del antigeno vacunal, la cual posee antigenos flagelares. Otro
tipo de informacion queda reservada y estad disponible en los registros internos del
Laboratorios Santa Elena.

8.1.2 MEDIO DE CULTIVO

- Peptona bacteriolégica
- NacCl

- Cisteina HCI

- Agua destilada

8.1.3 PREPARACION DEL CULTIVO

El medio se ajusté a un pH de 7.2 - 7.4 y se autoclavé a 121 °C durante 30 minutos.
Cuando el medio lleg6 a 37 °C se agreg6 glucosa estéril al 10 % a una concentracién de
0.1 % y se inoculdé con 100 mL de un cultivo vivo de C. chauvoei. Se incubé a 37 °C y
cuando se lleg6 a 1.4 de UA a una densidad Optica de 600 nm se inactivé con formalina a
una concentracion de 1%. Se mantuvo durante 7 dias con agitacion a 37 °C.
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8.1.4 ESTANDARIZACION DEL ANTIGENO AGLUTINANTE

Se centrifug6 el antigeno inactivado de C. chauvoei a 3500 RPM durante 15 minutos. El
sedimento de bacterias se re suspendié en una solucion de buffer salina y se estandariz6 a
0.3 UA a una densidad oOptica de 400 nm. El antigeno se conservé a +4 °C. (Claus, 1972).

8.2 ESTUDIO POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LA CEPA A UTILIZAR EN
LA VACUNA

El objetivo de esta técnica fue identificar la presencia de los flagelos en la cepa que
Laboratorios Santa Elena utiliza para la produccion de su vacuna comercial y que se utilizé
para la elaboracién del antigeno patron.

La técnica utilizada fue la descripta por John R. Stevenson (1980).

8.3 DESARROLLO DE LA TECNICA DE AGLUTINACION EN PLACA

8.3.1 FUNDAMENTACION DE LA TECNICA

Los sueros de los animales vacunados obtenidos a los 20 dias luego de la segunda
revacunacion seran evaluados por la técnica de aglutinacion en placa. Los sueros de los
animales que aglutinen un volumen de 0.5 uL o menos seran considerados que estan
protegidos. La vacuna que genere este titulo debe ser considerada aprobada en su
eficacia. En caso de querer determinar la duracién de la inmunidad serd necesario
continuar con el experimento produciendo sangrias mensuales de los animales vacunados
hasta que desaparezcan los titulos considerados protectores (Claus, 1972).

8.3.2 PROCEDIMIENTO

La prueba se realizé en una placa de vidrio en donde se mezclaron diferentes volimenes
de suero frente a 50 pL de antigeno patrén. €43 9 Se mezclé 30 veces y se incubd en
una caja cerrada a temperatura ambiente durante 10 minutos. Luego se mezclo
nuevamente 30 veces y se observo la aglutinacion en un aglutinoscopio con luz indirecta.
Se tomd como positivo la presencia de una franca aglutinacion y como negativo a la
ausencia de grumos visibles comparando con un control negativo (Claus, 1972). Los
sueros se analizaron en forma individual.
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Cuadro 6. Diluciones de los sueros.

Diluciones del suero Volumen (uL) de suero y diluciones del suero usados en el test
No diluido 40 20 10 5
1/10 4 2 1 0.5
1/100 0.4 0.2 0.1 0.05
1/1000 0.04 0.02 0.01 0.005

8.3.3 INTERPRETACION DE LA PRUEBA

Los animales que no presentaron aglutinacion en la cantidad de 5 pL de suero fueron
considerados como negativos. El titulo del suero fue la minima cantidad que aglutinaba 50
UL de antigeno. Se considera un titulo protectivo cuando 0.5 pL o menos del suero
problema aglutinan 50 pL del antigeno estandarizado (Claus, 1972).

8.4 DETERMINACION DEL TiTULO DE ANTICUERPOS EN LOS ANIMALES
VACUNADOS

8.4.1 ANIMALES, PLAN DE VACUNACION Y SANGRADOS

El trabajo se realiz6 en el establecimiento experimental MACONDO perteneciente a
Laboratorios Santa Elena S.A. ubicado en el departamento de Florida. Se utilizaron n= 20
bovinos, cruza, hembras de entre 6 y 8 meses edad, sin vacunacion previo contra C.
chauvoei. Se dividieron al azar en dos grupos de n=10 cada uno. El grupo 1 fue el control
al cual se lo inocul6é con 5 mL de suero fisiolégico (placebo). El grupo 2 fue el grupo
vacunado al cual se le administré 5 mL de la vacuna a testear. Ambos grupos se
revacunaron a los 20 dias. Todo los animales se sangraron el dia O (primer vacunacion), el
dia 20 (revacunacion) y el dia 40 (20 dias luego de la revacunacion). En el cuadro 6 se
registro las fechas de vacunacion y sangrado. La sangre extraida, se almacend por 12
horas a 4°C, se extrajo el suero, se centrifugé a 3500 revoluciones durante 10 minutos y se
conservo a — 20 °C. Todo este proceso se realizd en el laboratorio del Departamento de
Ciencias Microbiolégicas de la Facultad de Veterinaria.

8.4.2 VACUNA

Se utilizé una vacuna clostridial polivalente elaborada por Laboratorios Santa Elena, N° de
lote 011, compuesta por una suspension de los siguientes antigenos: C. perfringens tipo A,
B, Cy D, C. septicum, C. novyi tipo B, C. haemolyticum, C. sordellii, C. tetani y C. chauvoei
adsorbidos en hidroxido de aluminio.

El antigeno de C. chauvoei utilizado en esta vacuna fue elaborado a partir de una cepa
flagelada. A este antigeno se le realizo el test de potencia para C. chauvoei por la técnica
de desafio en cobayos dando como resultado un 100 % de proteccion.
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Cuadro 7. Registro de vacunacion y sangrado del grupo control y grupo vacunado

NC caravana Primer_a, Fecha: Segundg Fecha: Fechas sangrados
vacunacion 25/4/13 vacunacion 28/5/13
Color | Trazabilidad | Dosis | Via Lado Dosis | Via Lado Dia 0 Dia 20 Dia 40
Naranja (mL) | D | (mb) | D
314 5084 5 sc X 5 sc X | 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
388 5089 5 SC X 5 sc X | 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
250 6075 5 SC X 5 sc X | 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
430 5095 5 SC X 5 sC X | 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
252 5192 5 SC X 5 sC X | 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
260 8221 5 SC X 5 sC X | 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
228 4112 5 SC X 5 sC X | 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
383 9760 5 SC X 5 sc X | 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
318 6070 5 SC X 5 sc X | 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
436 5094 5 SC X 5 sC X | 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
NP caravana Primerg} Fecha: Segundq Fecha: Fechas sangrados
vacunacion 25/4/13 vacunacion 28/5/13
Color | Trazabilidad | Dosis | Via Lado Dosis | Via Lado Dia 0 Dia 20 Dia 40
Verde (mL) [ D | (mL) [ D
751 4106 5 sc| x 5 sC X 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
2060 4113 5 SC| X 5 sC X 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
602 5976 5 SC| X 5 sc X 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
1249 9769 5 SC| X 5 sc X 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
710 4111 5 SC| X 5 sc X 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
2059 7378 5 SC| X 5 sC X 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
2351 9761 5 SC| X 5 sC X 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
1133 6074 5 SC| X 5 sC X 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
2249 4114 5 SC| X 5 sc X 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
1817 7379 5 SC| X 5 sc X 25/4/13 | 28/5/13 | 26/6/13
8.5 ANALISIS DE RESULTADOS ESTADISTICOS

Comparacion de muestras relacionadas -Prueba T- (95% nivel de confianza) y los valores
medios de obtencién de aglutinacion (Box, 2005).

9

RESULTADOS

9.1 PRODUCCION DEL ANTIGENO AGLUTINANTE

La produccién y estandarizacion del antigeno aglutinate se realizé satisfactoriamente
cumpliendo con la condicion de no autoaglutinar.
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9.2 ESTUDIO POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LA CEPA DE
C.CHAUVOEI.

El estudio mostrd la presencia de los flagelos en la cepa de C. chauvoei del Laboratorio
Santa Elena. Fiawas6y "

001 C chauvoei
2 microns

Print Mag = 14203x @ 7 in HV=100kV
Acquired Jun 27 2013 at 3:23 PM TEM Mag = 10000x
AMT Preferred Customer

Figura 6. Observacion de flagelos de C. chauvoei por microscopia electrénica.
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013 C chauvoei
500 nm

Print Mag = 56813x @ 7 in HV=100kV
Acquired Jun 27 2013 at 3:56 PM TEM Mag = 40000x
AMT Preferred Customer

Figura 7. Observacion de flagelos de C. chauvoei por microscopia electrénica.

9.3 DESARROLLO DE LA TECNICA DE AGLUTINACION

Se estandariz6 la técnica de aglutinacion en placa, siendo esta rapida y facil de realizar.
(Figura 8)

Figura 8. Técnica de aglutinacion en placa.
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9.4 DETERMINACION DEL TiTULO DE ANTICUERPOS EN LOS ANIMALES

9.4.1 TITULOS DE ANTICUERPOS EN LOS ANIMALES CONTROL

Todos los animales fueron negativos a la técnica de aglutinacién en el primer,

VACUNADOS

tercer sangrado.

9.4.2 TITULOS DE ANTICUERPOS EN LOS ANIMALES VACUNADOS

Cuadro 8. Resultados del primer sangrado.

segundo y

N° caravana Volumen de suero (uL)

Color | Trazabilidad | 5| 05|04 ]0.2|0.12|0.05|0.04 | 0.02 | 0.01 | 0.005
verde

751 4106 - - - - - - - - - -
2060 4113 - | - - - - - - - - -

602 5976 - | - - - - - - - - -
1249 9769 - - - - - - - - - -

710 4111 - - - - - - - - - -
2059 7378 - | - - - - - - - - -
2351 9761 - - - - - - - - - -
1133 6074 - | - - - - - - - - -
2249 4114 - - - - - - - - - -
1817 7379 - - - - - - - - - -

Cuadro 9. Resultados del segundo sangrado.

N° caravana Volumen de suero (L)

Color | Trazabilidad | 5 |0.5]04|0.2|0.1|0.05|0.04 | 0.02 | 0.01 | 0.005
verde

751 4106 + | + + + + + - - - -
2060 4113 + | + + + + + - - - -

602 5976 + | + + + + + + - - -
1249 9769 + | + + + + + - - - -

710 4111 + | + + + + - - - - -
2059 7378 + | + + + + + + - - -
2351 9761 + | + + + + + - - - -
1133 6074 + | + + + + + - - - -
2249 4114 + | + + + + + - - - -
1817 7379 + | + + + + + - - - -

33




Cuadro 10. Resultado del tercer sangrado

N° caravana Volumen de suero (uL)

Color | Trazabilida| 5 |05|0.4/0.2|0.1|{0.05|0.04|0.02|0.01|0.005
verde d

751 4106 + |+ | + |+ |+ + + - - -
2060 4113 + | + + + + + + + + -

602 5976 + | + + + + + + + + -
1249 9769 + |+ |+ |+ |+ + + + - -

710 4111 + |+ |+ |+ | + + + - - -
2059 7378 + |+ | + |+ |+ + + + - -
2351 9761 + |+ |+ |+ |+ + + - - -
1133 6074 + | + + + + + + + + -
2249 4114 + | + + + + + + + + -
1817 7379 + | + + + + + + + + -

Se establecio un titulo arbitrario igual al inverso del volumen de suero usado (Cuadro 11/

9.5 ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS RESULTADOS

Grafico 1). Ej.: si el volumen de aglutinacion fue 0,05 ul= Titulo 20.

Cuadro 11. Titulos del inverso del volumen de suero del grupo vacunado para el primer
sangrado (tiempo cero), segundo sangrado (tiempo veinte) y tercer sangrado (tiempo

cuarenta).

Numero de
caravana Dia 0 Dia 20 Dia 40
751 0 20 25
2060 0 20 100
602 0 25 100
1249 0 20 50
710 0 10 25
2059 0 25 50
2351 0 20 25
1133 0 20 100
2249 0 20 100
1817 0 20 100
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dia cero dia veinte dia cuarenta

Gréfico 1. Titulos del inverso del volumen de suero.

9.5.1 PRUEBA T (P=<0,05)

Dia0 vs Dia 20 P=0.0
Dia 20 vs Dia 40 P=0.02

9.5.2 VALOR MEDIO DE OBTENCION DE AGLUTINACION

Dia 20 0,05 pL de suero
Dia 40 0,018 pL de suero
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10 DISCUSION Y CONCLUSIONES

El antigeno estandarizado no mostré autoagluinacion en contra posicion a lo que expresa
Tamura (1985). Este inconveniente se soluciond trabajando con cultivos jovenes de
alrededor de 6 horas segun lo recomendado por Claus (1972). La técnica de aglutinacién
resultd ser de facil realizacion y aplicacion en laboratorios con poco equipamiento. La
misma serviria para monitorear nivel inmunitario en rodeos bovinos ya que ha dado una
buena relacion entre los niveles de anticuerpos que se consideran protectores (menos de
0.5 pL de suero) y la respuesta al desafio (Claus, 1972).

Desde el punto de vista de bienestar animal esta técnica nos permitiria sustituir la técnica
de evaluacién in vivo en la cual es necesario el desafio de los animales vacunados con
muerte de los testigos. También es una ventaja desde el punto de vista econdémico ya que
el costo de estas pruebas en las especies de destino son muy elevados. La hipétesis
planteada se cumple siendo los resultados obtenidos en este experimento, donde
aparecen titulos protectores en los animales a los 20 dias luego de la revacunacion,
similares a los que presento Claus (1972).

Con los datos obtenidos podemos asegurar, con un 95 % nivel de confianza, que las
medias de los titulos entre los sangrados fueron significativamente distintos (P= <0,05).
Tratandose de una vacuna que ya habia sido aprobada segun la potencia en animales de
laboratorio nos permitiria inferir nuevamente (Claus y Macheak, 1972) que vacunas que
produzcan niveles de anticuerpos protectivos deben ser consideradas vacunas eficaces.

Esta técnica podria ser utilizada por los laboratorios de control para monitorear a las
vacunas que se comercialicen al publico aprobadas previamente con la técnica de desafio
en animales de laboratorio (CFR, 1995). Bermudez y col. (1998) obtuvieron un 80 % de
proteccion al desafio contra C. chauvoei en bovinos a los 11 meses de vacunados con una
vacuna comercial no realizando estudios de anticuerpos. Teniendo en cuenta este trabajo
se recomienda seguir con este estudio para determinar la duracién de la inmunidad hasta
gue los niveles protectores desaparezcan.
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12 ANEXOS

12.1 EVALUACION DE BIOLOGICOS EN EL URUGUAY

Informe sobre entrevista realizada a la Dra. Adriana Perera, DI.LA.VE- MGAP. (Perera,
2013).

12.1.1 PROCEDIMEINTOS PARA EL REGISTRO DE RODUCTOS VETERINARIOS
Este tramite se tiene que iniciar unicamente por via web.

1. Debe entrar en pagina web de MGAP e ingresar a tramites en linea.

2. Ingresar su usuario y contrasefia para poder acceder al tramite Registro de
Productos veterinarios.

3. Debera llenar el formulario de acuerdo a como se indica en su instructivo.

Este formulario debe imprimirse para luego ser presentado en el Departamento.

5. Los documentos requeridos se podran adjuntar como archivo o presentados en el
Departamento en forma de papel.

6. Presentarse al Departamento para entregar el formulario con el timbre profesional y
documentacion para ser chequeada.

7. Dicha solicitud sera evaluada en el Departamento lo cual serd comunicado por via
correo electronico cualquier observacion realizada, si la hubiera.

8. Dicho registro debera ser abonado ya sea en la seccion de contaduria cuando
ingrese el documento o presentar el comprobante de pago del Banco Republica en la
mesa de entrada del Departamento.

»

12.1.2 DOCUMENTACION NECESARIA PARA PRODUCTOS BIOLOGICOS

Los documentos pueden adjuntarse formato electrénico o formato papel.

1- Formulario impreso el cual fue llenado via web (con timbre profesional)

2- Bibliografia que avale las indicaciones de uso, dosis, etc.

3- Proyecto de etiqueta y folletos en espafol.

4- Pruebas realizadas por la empresa sobre los lotes terminados.

5- Prueba de estabilidad de tres lotes.

6- Certificado de origen de las cepas.

7- Poder del laboratorio fabricante para registrar y distribuir productos.

8- Habilitacion de establecimiento elaborador por normas BPM (Buenas Practicas de
Manufacturacion).

9- Certificado de libre venta del pais de origen.

10-Certificado o informe oficial de que las materias primas utilizadas estan libres de
BSE (Encefalitis Espongiforme Bovina).
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12.1.3 PRUEBAS QUE SE REALIZAN

Una vez entregada la documentacion del biolégico siempre y cuando no existan
observaciones, el laboratorio tiene que presentar una solicitud de retiro de muestras. Se
extraen 3 frascos de cada serie de los cuales la DILAVE se queda con dos y uno queda
lacrado con fecha de retiro y firma del funcionario de la DILAVE en el laboratorio
productor/importador hasta el vencimiento de la misma. En caso de no aprobar las pruebas
pertinentes se analizara esta contra muestra.

A cada serie a presentar se le otorgara un numero de entrada.

Una vez retirados los frascos y aprobados todos sus controles se le otorga un numero de
registro.
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