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ABSTRACT. Clostridum chauvoei and C. septicum have similar characteristics as far as results from bio-
chemical methods and gas chromatography (GC) are concerned. A total of 267 samples collected from
sick or dead animals in the fields from Northeast Mexico, were bacteriologically analysed and differenti-
ated by the GC technique. From these strains, 16 belong to the group of C. chauvoei/C. septicum. Studies
on the effect of toxin on cell cultures of the lines EBL, 3T3, BHK21-BSR/PK5/88, CHO-K1 and MDCK
were performed. The objective was to obtain further data for identification, as the results from GC do not
allow exact differentiation between C. chauvoei and C. septicum species. The results were obtained in tests
with BHK21-BSR/PK5/88 cells as this had proved to be the most sensitive cell line, closely followed by 3T3
and CHO-K1 cells. MDCK cells were of little sensitivity. Results of the cytotoxin test of the 16 strains were
reproducible and suggested a differentiation between C. chauvoei and C. septicum other than indicated by
GC. The cytotoxin test is a highly specific system that provides also an additional method to distinguish

between C. chauvoei and C. septicum strains.
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RESUMEN. Clostridium chauvoei y C. septicum presentan patrones muy similares en la caracterizacion
bioquimica y en el anslisis de cromatografia de gases (CG) de dcidos grasos voldtiles. De un total de 267
muestras colectadas de animales enfermos 6 muertos en los campos del Noreste de México, fueron analiza-
das bacteriolégicamente y diferenciadas por la técnica de CG. De esas cepas, 16 pertenecen a el grupe de
C. chauvoei/C. septicum. Los estudios de los efectos de las toxinas fueron realizados en las lineas celulares
EBL, 3T3, BHK21-BSR/PK5/88, CHO-K1 y MDCK. El objetivo fue obtener datos adicionales para la
identificacién, debido a que los resultados de CG no permiten una diferenciacién exacta entre las especies
de C. chauvoei and C. septicum. Los resultados obtenidos em las pruebas mostraron que.la linea celular
BHK21-BSR/PKS/88 ser la més sensible estrechamente seguida por las células 3T3 y CHO-K1. Las células
MDCK fueron las menos sensibles. Los resultados de la prueba de citotoxicidad de las 16 cepas fueron re-
producibles y sugieren una diferenciacién entre C. chauvoei and C. septicum diferente a la indicada por
CG. La prueba de citotoxicidad es un sistema altamente especifico que provee también un método adicio-
nal para distinguir las cepas de C. chauvoei y C. septicum.
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INTRODUCCION

Clostridium septicum, el agente etioldgico del Edema
Maligno en animales domésticos y de la Gangrena Gaseosa
en humanos, esta estrechamente relacionado con C. chau-
voei, el cual causa la enfermedad denominada Pierna Ne-
gra en bovinos y ovinos. Estas dos especies presentan pa-
trones muy similares en la caracterizacién bioquimica y en
el analisis de cromatografia de gases (CG) de 4cidos grasos
voldtiles.!! Asimismo, poseen antigenos comunes, los cua-
les han sido detectados por inmunofluorescencia’® y ELI-
SA®

Una caracteristica diferencial ampliamente aceptada es

la fermentacion de la sacarosa, la cual es positiva para C,
chauvoei y negativa para C. sepficum, aunque Al-Khatib'
ha publicado que esta diferencia no es real, asi como tam-
bién cuestiond el que C. septicum como medio de diferen-
ciacion entre estos Clostridia, forme largas cadenas de fila-
mentos en las cavidades serosas y en la superficie del higa-
do de animales infectados.'

Los patrones de toxinas de C. septicum denominados
alfa toxina (letal, citotdxica, necrética y hemolitica), beta
toxina (desoxiribonucleasa), gamma toxina (hialuronidasa)
y delta toxina (hemolisina sensible al oxigeno), son casi
idénticos a los producidas por C. chauvoei. La neuroamini-
dasa es solo producida por C. septicum.”" La diferencia de
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1a toxina alfa de C. chauvoei y C. septicum es que la toxina
alfa de C, chauvoei es débil letal, necrdtica y hemolitica
pero no citotéxica.”

El desarrollo de pruebas en cultivos celulares compro-
bé el efecto citotdxico y citopatico de las toxinas de algu-
nas especies del género Clostridium y mostrd ser un méto-
do m4s sensible para la deteccidén de toxinas en compara-
cion con el uso de pruebas intravenosas en ratones o intra-
muscular en cobayos,>*1%14

Durante un estudio de enfermedades telaricas en el No-
reste de México, fueron colectadas 267 muestras de cada-
veres o tejido muscular de bovinos enfermos con signos
clinicos compatibles a Clostridiasis. Del total de las mues-
tras tomadas, 67 se identificaron por métodos bacteriolégi-
cos tradicionales y diferenciados por croatografia de gases
(CG) como cepas pertenecientes al genero Clostridium, de
las cuales dieciséis cepas fueron clasificadas en el grupo C.
chawvoei/C. septicum.”™

El objetivo de este trabajo fue obtener datos adicionales
para la diferenciacion entre las especies de C. chauvoei y
C. septicum y seleccionar la linea celular mas sensible para
el desarrollo de fa prueba de citotoxicidad, debido a que los
resultados obtenidos por CG no lograron una diferencia-
¢ién exacta entre estas especies.”*”

MATERIAL Y METODOS

Cepas de Clostridium chauvoei y Clostridium septi-
cum. Cepas de referencia de C. chouvoei 1023 (NCTC),
1076 (ATCC 10092} y 1271 (IRP 206), y de C. sepficum
42 (19344 Atlanta USA) y 1026 (ATCC 12464). Las cepas
del grupo C. chauvoei v C. septicum: 802, 809, 8§53, 892,
924, 945, 955, 958, 970, 974, 996, 1178, 1182, 1183, 1199,
1200, 1241 v 1242 aisladas de animales enfermos de pie
negro en el Noreste de México.

Caracterizacién bacteriolégica de las cepas. La iden-
tificacién bacteriolégica de las cepas en este estudio con-
templé las caracteristicas celulares y de cultivo. Las cepas
fueron sembradas en Agar Sangre e incubadas en condicio-
nes atmosféricas de anaerobiosis a 37 °C por 24 h y, ade-
mas, se analizaron las reacciones bioquimicas de la fer-
mentacién de los carbohidratos celobiosa, trealosa y saca-
rosa entre estos microorganismos. El resultado de la fer-
mentacion es un cambio del color del medio PYG.

Inmunofluorescencia. La deteccién inmunoldgica fue
realizada con base en anticuerpos fluorescentes especificos
contra C. chauvoei y C. septicum. Las muestras fueron fija-
das con acetona-metanol (75/25) por 20 min. Subsecuente-
mente, se agregd 75 pl del conjugado de suero hiperinmu-
ne (VMRD, Inc.) y se incubd por 30 min en cimara h(ime-
da. Los frotis después fueron lavados con regulador FA,
pH 9.0 v examinados en el microscopio fluorescente,

Cromatografia de gases. Las cepas de los clostridia
fueron procesadas para su identificacion y posterior dife-
renciacion de acuerdo con el contenido de dcidos grasos de
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las cadenas ligeras y pesadas de la pared celular por medio
de cromatografia de gases en el cromatdgrafo de gases mo-
delo Sigma 200 (PerkinElmer). De un cultivo de 48 h en
20 ml de medio reforzado para clostridia, incubados a 37¢
C en condiciones de anaerobiosis y después de lavadas las
células con solucién 0.85 % NaCl, se obtuvieron 100 mg
de masa celular. Para la saponificacion se agregd 1 ml de
la solucién compuesta por 45 g NaOH, 150 ml Metanol y
150 ml agua destilada, se tuvo en bafio Maria a 100°C du-
rante 30 min y fue enfriado en agua helada por 10 min. A
la suspensién orginica de 4cidos grasos metilados se le
agregaron 1,25 m! de una solucion de hexano y eteretilico
(1:1), se homogenizé y después fue centrifugada a 1600 g
por 5 min y se retiré la fase inferior de la sclucion. El pro-
ceso alcalino de lavado se llevd a cabo agregando 3 ml de
NaOH 10.8 g en 900 ml agua destilada, se homogenizé la
muestra para luego centrifugarla a 1600 g por 5 min y des-
pués se almacend la muestra a ~20°C. Después de conge-
lar, 250 pl de la fase organica se utilizaron para cargar el
cromatografo de gases. Finalmente los resultados fueron
analizados con el método de identificacion numérica con el
Programa “BIS” (Bacterial Identification System)."'

Produccién de foxinas, Las bacterias en estudio fue-
ron inoculadas en 20 ml de medio de cultivo infusién cere-
bro corazédn e incubadas a una temperatura de 37°C, bajo
condiciones atmosféricas de anaerobiosis. Después, se cen-
trifugaron a 900 x g durante 30 min y se colecté el sobre-
nandante para almacenarlo en viales de I ml a temperatura
de -30°C,

Lineas celulares. Cinco lineas de células CHO-K1,
EBL, MDCK, y 3T3 (Coleccion Alemana de Microorga-
nismos y Cultivos de Células, Braunschweig, Alemania) y
BHK21-BSR/PK5/88 {Banco de Células para lineas celula-
res en Medicina Veterinaria, Insel Riems, Alemania) fue-
ron cultivadas para determinar la cantidad de citotoxina de
los sobrenadantes de los cultivos bacterianos.

Examen de citotoxina. El examen de citotoxina fue
realizado en microplacas con noventa y seis pozos para
cultivo de células *“tipo F” (flat bottom) (Sarsted GmbH).
Para cada una de las cepas en estudio se agregaron 50 ul de
medio de cultivo y en cada uno de los hoyos de la linea B a
la G ydelacolumna2ala ll. En la columna 2 se agrega-
ron 50 u! de los sobrenadantes de los cultivos bacterianos
diluidos geométricamente hasta la columna 10 y se des-
echaron 50 pl de esta Gltima dilucién. La columna 11 se
dej6é como control positivo de crecimiento celular. Segui-
damente, se agregaron 50 pl de cultivo de las lineas celula-
res en una concentracidn de 1 x 10°. Finalmente se agrega-
ron 50 gl del medio de cultivo de células y se colocéd su
tapa. Durante 72 h la placa se incubd a una temperatura de
37°C en una atmésfera de 5 % CO,. Posteriormente, en
cada uno de los hoyos previamente inoculados, se agrega-
ron 25 ul de Ia solucién MTT (5 mg/ml disuelto en PBS) ¥
nuevamente fue incubado por 3 h. Transcurrido ese tiempo
se invirtid la microplaca, desechando las soluciones. Des-
pusés, se agregaron 20 pl de solucion SDS 3% y 100 ul de
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HC1 0.04 N eluido en isopropanol y fueron mezcladas has-
ta que no quedaran restos de célutas. Para leer la micropla-
ca se usé el fotémetro Scan Reader (ASYS Hitech GmbH)
a 570 nm con el Programa DigiWin Software V 2.0
{Mikrotek). Finalmente se calcul6 en unidades citotéxicas
por mililitro (UC/ml) el resultado de Ia lectura a 570 nm y
niamero reciproco de la dilucién del 50 % de las células
viables.

RESULTADOS

Bacteriologia. Con el empleo de la tincion de Gram, se
encontré que los cultivos bacterianos jovenes presentaban
una reaccién positiva. No obstante, en cultivos de mas de
48 h de incubacién, mostraron una reaccion débil positiva.
La morfologia predominante fue la de células pleomorfas
aunque en algunos casos se presentd la forma especifica de
bacilos cortos o largos. La disposicién de la espora fue
central-terminal y de forma oval. En la prueba de movili-
dad el resultade fue negativo. El tipo bacteriolégico de
hemélisis mostré ser beta, con excepeion de las cepas 853
y 924 con un tipo de hemdlisis gamma y hemolisis alfa

para la cepa 802 (Tabla I). Las pruebas biogquimicas de
fosfatasa y catalasa resultaron ser negativas para todas las
cepas en estudio. En la determinacion de reaccion a los
azicares celobiosa, sacarosa y trealosa se obtuvo un resul-
tado muy variable.

En el examen de inmunofluoresencia se encontrd, que
las cepas 802, 970, 1242 reaccionaron positivamente frente
a los anticuerpos especificos contra C. chauvoei y la 892,
924, 955, 558, 996, 1199 y 1241 contra los de C. septicum.
En las cepas restantes el resultado fue negativo (Tabla 1).

Identificacidon por cromatografia de gases. Las cepas
mexicanas 974, 996, 1178, 1199, 1200, 1241 y 1242 tuvie-
ron mayor coeficiente de correlacion de acuerdo con el
perfil de dcidos grasos volatiles, segtn la cromatografia de
gases, en comparacion con las cepas de referencia de C.
chauvoei. Las cepas 802, 853, 892, 924, 955, 958 y 970
tuvieron mayor porcentaje de similitud con las cepas de
referencia de C. septicum. Las cepas 809 y 945 se clasifi-
caron como . spp. (Tabla 1).

Prueba de citotoxicidad. Las cepas de referencia C.
chauvoei 1023, 1076 y 1271, las cepas 974 y 1200 clasifi-
cadas como C. chauvoei, asimismo las cepas 802, 853, 945
y 970 clasificadas como C. septicum y las cepas clasifica-

Tabla 1. Resultados de las caracteristicas bacteriolégicas de las cepas de C. chauvoei y C. septicum aisladas en el Noreste

de México.
Cepa Caracteristicas celulares Inmunofluorescencia cG*
Gram | morfologia | disposicién | hemélisis | movilidad | C. chauvoei| C.septicum | C. chauvoei C.septicum
853 pos. | polimorfas | aisladas ¥ neg. neg. neg. 0.991 0.992
892 | pos. | polimorfas | cadenas B neg. neg. pos. 0.949 0.984
924 pos. |bacilo corto| cadenas 8 neg. neg. pos. 0.973 0.976
945 | pos. |bacilolargo| cadenas B neg. neg. neg. C. spp. C. spp.
802 | pos. |bacilolargo| cadenas a neg. pos. neg. 0.980 0.981
955 pos. |bacilocorto| cadenas 8 neg. neg. pos. 0.991 0.992
958 | pos. | polimorfas | cadenas B neg. neg. pos. 0.964 0.990
970 | pos. | polimorfas | aisladas B neg. pos. neg. 0.976 0.990
974 pos. | polimorfas | aisladas B neg. neg. neg. 0.987 0.974
996 | pos. | polimorfas | aisladas B neg. neg. pos. 0.984 0.960
1178 | pos. | polimorfas | aisladas B neg. neg. neg. 0.982 0.962
1199 | pos. | polimorfas | aisladas B neg. neg. Ppos. 0.976 0.968
1241 | pos. | polimorfas | aisladas B neg. neg. pos. 0.991 0.978
1242 | pos. | polimorfas | aisladas B neg. neg. neg. 0.982 0.979
809 | pos. |bacilolargo| cadenas B neg. neg. neg. C. spp. C. spp.
1200 | pos. | polimorfas | cadenas v neg. Pos. neg. 0.992 0.990

* Correlacion lineal de 1a Cromatografia de Gases con las cepas de referencia 1023, 1271 y 1076 de C. chauvoei
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Fig. 1. Citotoxicidad de las cepas mexicanas relacionadas con las cepas de referencia No. 1023, 1271 v 1076 de C. chau-
voei en diferentes lineas celulares.
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Fig. 2. Citotoxicidad de las cepas mexicanas relacionadas con las cepas de referencia No. 1026 y 42 de C. septicum en di-

ferentes lineas celulares.

das como de campo mexicanas 809 y 945 por medio de
CQG, presentaron menos de 10 unidades citotdxicas por ml
(UC/ml} en las lineas celulares BHK21-BSR/PK5/88,
CHO-K1, EBL, MDCK y 3T3 (Fig. 1).

La fig. 2 muestra los niveles mas altos de citotoxicidad,
alrededor de 1800 CU/ml alcanzados por las cepas de refe-
rencia 42 y 1026 de C. septicum. Las cepa 996 y 1178, cla-
sificadas como C. chauvoei, alcanzaron hasta 877 UC/mi
la primera y 1100 UC/m] la segunda. Las cepas 892, 924 y
958 identificadas como C. septicum obtuvieron 518, 750 y
783 UC/ml respectivamente, El componente téxico de las
cepas 1199, 1241, 1242 clasificadas como C. chauvoei y el
de la cepa 955 clasificada como un C. septicum mostré
valores entre 108 y 229 UC/ml en la linea celular BHK21-
BSR/PK5/88 v, en las lineas celulares 3T3 y CHO-K1 va-

lores alrededor de 80 UC/ml. En la linea celutar MDCK los
titulos mas constantes fueron de alrededor de 12 UC/ml
(Fig. 2).

Las cepas mexicanas No. Lab. 802, 853, 970, 974, y
1200 se clasificaron como C. chauvoei por medio de la
prueba de citotoxicidad En el examen de inmunofluore-
sencia ¢on los anticuerpos de C. chauvoei tres de las cinco
cepas mexicanas (802, 970, y 1200) son positivas. En CG
no hay diferencias entre las cepas 802, 853 y 1200. La cepa
No. Lab. 970 es identificada como C. septicum y la 974
como C. chauvoei.

Las cepas mexicanas No. Lab. 892, 924, 655, 958, 996,
1178, 1199, 1241 y 1242 tienen un titulo muy alto de cito-
toxina y por eso son clasificadas como C. septicum. Cinco
de las nueve cepas son positivas en el examen de inmuno-
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Fig. 3. Efecto citotéxico del sobrenadante de la cepa de referencia C. septicum 1026 después de tres dias de incubacion
sobre la linea celular BHK21-BSR/PK5/88 con menor crecimiento y células redondas y muertas.

fluoresencia con los anticuerpos de C. septicum. Los resul-
tados de CG fueron muy variables. Las cepas 946 y 1242
son negativas a la inmunofluoresencia con los dos anti-
cuerpos C. chawvoei y C. septicum y por GG son clasifica-
das como C. chawvoei. Estas dos cepas producen una alta
cantidad de citotoxina en comparacion con las cepas C.
chauvoei.

DISCUSION

C. chawvoei y C. septicum son organismos similares;
algunos autores consideran que son miembros de la misma
especie.!® Aparentemente, el Unico medio para diferenciar
estos microorganismos es mediante las caracteristicas sero-
légicas, patolégicas y toxicologicas.™

La diferenciacion entre las especies de C. chauvoei y
C. septicum aisladas en el Noreste de México, basada en
las caracteristicas celulares, de cultivo y patrones bioqui-
micos mostré resultados muy andlogos,

En los estudios de morfologia celular no se encontré un
patrén caracteristico. Cato* menciona, acerca de la morfo-

logia celular de C. Chauvoei, que esta puede ser pleomorfi-
ca y que las cepas de C. septicum son bacilos que presen-
tan morfologia recta o curva con disposicién aislada o en
pares. En relacion, a las caracteristicas de las cepas en es-
tudio, estas mostraron diferentes formas en el margen per-
fil de las colomias. El color predominante fue ante y el tipo

de hemolisis [3. Similares resultados de variacion morfol6-
gica han sido reportados por Gomes Lima.® El encontré 8

tipos morfologicos de bacterias y solamente el 10.17 % de
59 colonias examinadas presenté la forma caracteristica
reportada por Cato.*

Muchos problemas han sido reportados asociados con
el uso de pruebas bioquimicas para la identificacion de
clostridia. Las pruebas bioquimicas pueden dar resultados
dudosos, falso positivos, o falso negativos.'”

La deteccion inmunolégica usando anticuerpos fluores-
centes esta bien establecida pero tiene algunas limitacio-
nes.'® En este estudio de inmunofluorescencia de las cepas
de C. chauvoei y C. septicum no se observo reacciones cru-
zadas entre elias como se ha reportado por otros auto-

_res.2*1? Algunas cepas sélo se tifleron en los margenes de

las células como lo describe Hamaoka.”

E! analisis de CG para distinguir entre las dos especies
de este estudio resultd en patrones de correlacion lineal
muy parecidos. Otros investigadores han reportado Ia difi-
cultad de distinguir las especies de C. chauvoei y C. septi-
cum por CG.M115.18

El examen de citotoxina ha sido empleado para prucbas
de calidad en la produccién de vacunas.”? La diferencia
de la potencia letal entre las alfa toxinas de las especies de
C. chauveei y C. septicum sobre cultivos celulares es una
caracteristica Gtil para distinguir entre estas dos especies.
Los resultados del efecto citotoxico de las cepas de refe-
rencia, junto con las dieciséis cepas del grupe C. chawvoei/
C. septicum en las lineas celulares EBL, 3T3, BHK21-
BSR/PK5/88, CHO-K1 y MDCK sugieren una diferencia-
cién entre estas dos especies que anteriormente no se podia
establecer mediante los resultados obtenidos por CG.

Ta linea celular BHK21-BSR/PKS/RR resultd ser la
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mas sensible estrechamente seguida por las céiulas 3T3 y
CHO-K1 y los cultivos de MDCK y EBL, para todas las
cepas agrupadas como C. septicum. Los resultados de cito-
toxicidad de las cepas de C. chauvoei fueron variables en
las diferentes lineas celulares. Para los exdmenes de cito-
toxicidad se selecciond la linea celular BHK21-BSR/
PK5/88 porque mostré una desviacién estandar muy estre-
cha. '

Las cepas de referencia de C. septicum No. Lab. 1026 y
42, v las cepas mexicanas No, Lab. 892, 924, 955, 958,
996, 1178, 1199, 1241 y 1242 mostraron mayor citotoxici-
dad que las cepas de referencia de C. chanvoei No. Lab.
1023 y 1076, 1271, y las cepas mexicanas No. Lab. 809,
853, 945,970, 974 y 1200,

Schallehn reportd que un concentrade de sobrenadante
de un cultivo de C. chawvoei y C. septicum tiene efecto
citotoxico sobre la linea celular de fibroblastos de pulmén
embrinario de humanos. En este trabajo se observé que C.
chauvoei produce una cantidad minima de citotoxina.' El
efecto toxico de las cepas de referencia de C. chauvoei y
de las cepas mexicanas que presentaron menos de 10 UC/
ml puede ser debido al efecto del medio de cultive sobre el
crecimiento de las lineas de células. Ese efecto citotoxico
de C. chauvoei no es suficiente para decir que C. chauvoei
produce citotoxina como C. septicum.

Este sistema de cultivos celulares puede ser usado co-
mo herramienta adicional para distinguir las especies de €.
chauvoei y C. septicum después de que estas especies
hayan sido analizadas con pruebas bacterioldgicas tradicio-
nales 0 CG.
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