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Resumen.

Se describe la metodologia utilizada para el aislamiento y tipificacion de 5 cepas de
Clostridium haemolyticum partir de muestras de higado de bovinos muertos con
signologia clinica compatible con hemoglobinuria bacilar. Los aspectos a
considerar desde la toma de muestras, remision al laboratorio, procesamiento de
las muestras y métodos bacteriolégicos evaluados, son fundamentales para
incrementar las posibilidades de lograr un aislamiento de este microorganismo
anaerobio estricto. Finalmente se describen los métodos utilizados para la
tipificacion de las cepas aisladas.

Summary.

We describe the methods for isolation and typing of 5 strains of Clostridium
haemolyticum from liver samples of bovines dead with clinical signology compatible
with bacillary hemoglobinuria. The aspects to consider from sampling, submission to
the laboratory, processing of samples and bacteriological methods evaluated, are
essential to increase the isolation possibilities of this strict anaerobic microorganism.
Finally we describe the methods used for typing the isolated strains.

Introduccion.

Desde el primer aislamiento efectuado por Vawter y Recordsl en Nevada en
1926, la hemoglobinuria bacilar ha sido descripta en numerosas partes del mundo.
Su agente etiolégico, Clostridium haemolyticum, es un bacilo Gram positivo,
anaerobio, esporulado, también denominado Clostridium novyi tipo D2-5.

Tradicionalmente en Argentina la enfermedad se observa en campos de la
precordillera patagénica y en campos bajos de la Pcia. De Entre Rios, en
asociacion con el area de distribucion del parésito Fasciola hepatica y la presencia
del huésped intermediario del ciclo de vida parasitario, un caracol del género
Lymnaea.

Sin embargo, en los ultimos afios se han descripto numerosos casos en Provincia

de Buenos Aires, particularmente en la cuenca del Salado, con mortalidades por
goteo que han provocado pérdidas econdmicas importantes en numerosos
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establecimientos3.

La sola presencia de este clostridio es condicidn necesaria pero no suficiente para
el desarrollo de la enfermedad. Muchos animales pueden ser portadores sanos de
esporas en el higado2. Para que la enfermedad se manifieste, se requiere que
exista un dafio a nivel hepatico que genere una zona de anaerobiosis. Dicha area
con baja tensién de oxigeno favorece la germinacion de esporas, la multiplicacion
del microorganismo Yy la produccién de toxina hemolitica.

El desencadenante mas comun de esta patologia es el dafio que provocan las
larvas migrantes de Fasciola al atravesar el parénquima hepético2-4. También se
describe como predisponente la compresion que produce un feto grande sobre el
higado de la madre, provocando isquemia, baja tensién de oxigeno y germinacion
de esporas con instalacion de la infeccion3.

En los casos estudiados por nosotros en los ultimos 3 afios, hunca observamos
presencia de Fasciola o lesiones que indiquen su presencia, Yy, en la mayoria de los
casos, se trato de vacas con prefiez avanzada.

Sin embargo, la presencia de Fasciola se ha confirmado en algunos
establecimientos problema, mediante deteccion de huevos en andlisis copro
parasitologico.

También han muerto animales no gestantes y, si bien no podemos descartar la
presencia de larvas migrantes de Fasciola, tampoco descartamos un mecanismo de
lesién hepética por factores aun no dilucidados.

En aquellas areas donde la enfermedad es comun, los veterinarios y el personal de
campo rapidamente llegan al diagndstico sin requerir analisis de laboratorio, ya que
la presencia de hemoglobinuria y de una o varias areas necroticas caracteristicas
en el higado (mal denominadas "infartos hepaticos") se consideran patognomaonicos
de hemoglobinuria bacilar4.

De todos modos, se requiere del aislamiento y tipificacion del agente causal para
llegar al diagndstico confirmatorio, lo cual constituye un verdadero desafio para el

microbiologo.

El objetivo de esta publicacion es contribuir a optimizar los métodos de cultivo,
aislamiento y tipificacién de este microorganismo anaerobio estricto.

Materiales y métodos.
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Muestras.

Los 5 aislamientos se lograron a partir de higados obtenidos de animales
recientemente muertos, 3 remitidos refrigerados y 2 en glicerina al 50 % en agua
destilada.

Medios de cultivo.
Medio de cultivo liquido: se trabajé con medio tipo Tarozzi elaborado con carnaza e
higado bovinos, segun férmula (para 100 ml de medio):

Proteosapeptona 1g
Extracto de levadura 0.5 g
Sulfato de magnesioheptahidratado 0.01 g

Caldo infusion de carne e hizado c.5.p. 100 ml
Caldo infusién

Carnaza bovina 1 kg
Hizado bovino 1 kg
Agua c.s.p. 6.0 |

Cortar la carnaza y el higado en cubos de aproximadamente 4 x 4 cm, colocarlos
en un recipiente, incorporar el agua y calentar hasta ebullicion. Hervir durante 30
minutos. Dejar enfriar, filtrar por algodon y gasa, fraccionar y congelar hasta su
utilizacion. Cortar en trocitos menores la carnaza y el higado (deben entrar en los
tubos) y congelar hasta su utilizacion.

Preparacion del medio.
Introducir en los tubos 2-3 cm de trocitos de carnaza e higado. Incorporar el medio
liquido hasta aproximadamente 20 ml por tubo y esterilizar en autoclave durante 15

minutos (con tapas flojas).

Retirar del autoclave, ajustar las tapas de los tubos y guardar en jarra de
anaerobiosis con atmodsfera reducida a temperatura de laboratorio.

Medios de cultivo sdlidos:
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Agar sangre ovina endurecido:
Caldo cerebro corazon 40 g
| -cisteina 0.5g
Agar 259
Agua c.s.p. | . 1.000 ml
Se disuelven las drogas y se esteriliza 15 minutos en autoclave.
Se retira el medio, se deja enfriar hasta aproximadamente 40 ? 50 °C y se le
incorporan 70 ml de sangre ovina estéril.
Plaquear y usar inmediatamente o conservar en jarra de anaerobiosis con
atmosfera reducida a temperatura de laboratorio no mas de una semana.
Agar yema de huevo:
Proteosa peptona 20 g
Peptona de caseina 20 g
Fosfato disddico anhidro 50
Fosfato monopotasico 1qg
Cloruro de sodio 2 g
Glucosa 2 g
Solucion de sulfato de magnesio al 5 % pjv 0.1 ml
Aqgar 20 g

Se disuelven las drogas y se esteriliza 15 minutos en autoclave.
Se retira el medio, se deja enfriar hasta aproximadamente 40 ? 50 °C y se le
incorpora 10% de una solucién de yema de huevo al 50 % en solucion salina

estéril.

Plaquear y usar inmediatamente o conservar en jarra de anaerobiosis con
atmosfera reducida a temperatura de laboratorio no mas de una semana.
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Cepas de referencia.
Se utilizaron cepas de Clostridium novyi tipos A, B y D como controles en la
tipificacion de los aislamientos efectuados. Las mismas fueron:

Tipo A: cepa Ames (National Veterinary Service Laboratories) de Estados Unidos.
Tipo B: cepa Wellcome (Inglaterra)

Tipo D: NVSL (National Veterinary Service Laboratories) de Estados Unidos y
ATCC 9650 y 9652.

Antitoxinas de referencia.
Antitoxina ?: Patron Internacional de antitoxina de la OMS, provista por el NIBSC
(Nationallnstitute of BiologicalStandards and Control) de Inglaterra.

Antitoxina ?: como no existe Patron Internacional de esta antitoxina, la misma se
elaboré en nuestro laboratorio a partir de la cepa de referencia de tipo DNVSL, en
conejo.

Técnicas de siembra.
Siembra directa en medios sélidos:

Para la siembra directa en medios sélidos se introdujo el ansa en el interior del
parénquima hepéatico afectado y se estriaron placas de agar sangre y agar yema.

Siembra directa en medio liquido:

Para la siembra directa en medio liquido se extrajo asépticamente del interior del
parénquima hepético un trozo pequefio y se sembro directamente en un tubo de
medio Tarozzi.

Siembra de muestras colectadas en glicerina al 50 %

El tratamiento con glicerina se efectud incluyendo pequefios trozos de higado (2 x 2
cm aproximadamente) en un tubo plastico de boca ancha con 15 ? 20 ml de
glicerina estéril al 50 % en agua destilada. Las muestras se incubaron a 37°C
durante 7 a 15 dias y se sembraron 0,1 a 0.5 ml del sobrenadante en tubos de
medio Tarozzi.

Tanto las placas como los tubos se incubaron en jarras con sobres para generacion
de anaerobiosis (Anaerogen, Oxoid), a 37 °C durante 48 h.
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Tipificacion

La tipificacionde C. Novyi se realizo por seroneutralizacion de las toxinas mayores
? 'y ?, segun la siguiente tabla4:

C. novyi tipo: Toxina a Toxina [5
A +++ -

B +++ +

D (C. haemolyticum) |- ey

Esta es la metodologia clasica de referencia, que resulta aplicable cuando la cepa a
tipificar produce cantidades de toxina suficientes para la realizacién de la
seroneutralizacion.

Otras pruebas complementarias para tipificar los aislamientos fueron:

Presencia de hemodlisis, lecitinasa, lipasa, reaccion de indol e inoculacion
experimental en animales de laboratorio.

Obtencién de toxina de cada cepa.

Se cultivaron las cepas aisladas en medio Tarozzicon posterior repique a medio
TPGY durante 18 horas5. Se tomaron muestras de sobrenadante de cada una, se
centrifugaron vy filtraron por 0.22 p. Las muestras se conservaron a ? 70 °C hasta la
realizacion de los ensayos de seroneutalizacion.

También se cultivé la cepa NVSL (tipo D), una cepa de C. novyi tipo A y una de tipo
B para incluir como controles en el ensayo.

Titulacion de toxinas.

Se titularon las muestras de cada toxina (NVSL y cepas aisladas) en diluciones
1:5, 1:10y 1:20 para establecer las DL 50 %, utilizando como diluyente agua
peptonada. La toxina ? del tipo A se titulé en diluciones 1:100, 1:200 y 1:400 dada
su mayor letalidad.

Seroneutralizacion.
Por cada muestra de toxina se prepararon 3 tubos, con 1 mL de toxina cada uno.

Al primer tubo se le agrego 1 mL de antitoxina ?, al segundo 1 mL de antitoxina ? y
al tercero 1 mL de agua peptonada (control negativo).
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Se incubaron los tubos 1 hora a temperatura de laboratorio.
Por cada tubo se inocularon 2 ratones con 0.5 ml de cada combinacion por via
intravenosa, se observaron durante 3 dias y se registraron las muertes.

Estudios de patogenicidad en cobayos

De cada cepa aislada se inocularon esporas conservadas en glicerina al 50 % a ?
70 °C. Se combinaron 0.5 mL de suspension de esporos con 0.5 mL de solucion al
10 % de cloruro de calcio y se inyectaron por via intramuscular en la pata derecha
de cobayos de 300-500 g.

Los animales fueron observados por 48 horas y se efectué necropsia y siembra de
musculo, incluyendo también muestras tratadas con glicerina, en los medios
descriptos.

Resultados

Técnicas de siembra

Siembra directa en medios sdlidos

Pese a utilizar medios frescos, recientemente preparados y conservados en
anaerobiosis, minimizando la exposicion al aire, el Clostridium haemolyticum no
desarroll6 en primo aislamiento cuando se lo sembré directamente en placas de
agar sangre o yema de huevo. Esto puede tomarse como criterio diagndstico, si la
observacion microscépica nos muestra presencia de microorganismos compatibles
en la impronta de higado.

Siembra directa en medio Tarozzi con posterior aislamiento en placas

El éxito de esta metodologia dependié mucho de la calidad de la muestra. Si la
muestra se tomo6 muy préoxima a la muerte del animal, en condiciones asépticas sin
presencia de microorganismos contaminantes, la siembra directa en medio Tarozzi
con posterior aislamiento en placas de agar sangre y agar yema de huevo se
mostro efectiva.
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de Agar yema de huevo inundada con solucion de sulfato de cobre al 10% en agua destilada (contraste).

Tratamiento de la muestra con glicerina al 50 %.

Esta técnica resultd la mejor opcion debido a que la glicerina se puede utilizar
como medio de transporte de la muestra recién obtenida y no requiere cadena de
frio, por lo que se evitan todos los problemas relacionados a la logistica de la
remision de la muestra al laboratorio.

En la mayoria de los casos se observé que en las lesiones hepaticas existen
microorganismos en avanzado estado de esporulacién. Asi, la glicerina al 50 %
elimina formas vegetativas del clostridio y microorganismos contaminantes,
permitiendo recuperar esporos viables.

Tipificacion

De los 5 aislamientos obtenidos, solamente 2 se pudieron tipificar por
seroneutralizacion en ratén.

De las 3 cepas de referencia, Unicamente 2 (NVSL y ATCC 9652) se pudieron
tipificar por esta metodologia.

De acuerdo con lo observado por Lozano6 sobre 151 cepas estudiadas, la mayoria
de las cepas de C. haemolyticum pierden rapidamente la capacidad de producir
toxina "in vitro".

Esta caracteristica dificulta la tipificacion con los métodos clasicos, lo que oblig6 a
confirmar la identidad tanto de las cepas de referencia como los aislamientos no
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toxigénicos con una técnica de PCR, que sera motivo de otra publicacion.

Todos los C. novyi son lecitinasa positivos. Solamente el tipo A es Lipasa positivo,
y saber interpretar esta reaccion permite rapidamente diferenciarlo de los tipos B 'y
D. Esto es importante ya que puede aislarse tipo A como contaminante o invasor
post mortem, sin tener implicancia en el cuadro clinico.

Resulto indispensable contar con cepas de C. novyi tipo A, B y D para verificar la
reaccion Lipasa positiva del tipo A, que se visualiza por un doble halo alrededor de
la colonia en el agar yema de huevo. Los tipos B y D no presentan este doble halo
(ver foto 1).

Todas las cepas de C. haemolyticum resultaron Lipasa negativas e Indol positivas.
La reaccion de Indol de nuestra cepa de C. novyi tipo A también result6 positiva,
por lo que recomendamos precaucion a la hora de interpretar esta reaccion, ya que
la mayoria de cepas de tipo A se describen como Indol negativas8.

Obtencién de toxina de cada cepa.

La mayoria de las cepas aisladas producen muy poca cantidad de toxina "in vitro" y
tienden a perder facilmente esta propiedad en repiques sucesivos. Incluso algunas,
en pocos pasajes no producen toxina e imposibilitan la tipificacion clasica por
seroneutralizacion.

Titulacion de toxinas.

En comparacién con otras toxinas clostridiales, la toxina Beta de C. haemolyticum
no alcanza titulos muy elevados en los medios que evaluamos.

Una muy buena cepa alcanza las 100 DL 50% /ml, pero la mayoria no supera las 5
DL 50 %/ml.

Por el contrario, la toxina Alfa de los tipos A y B alcanza titulos que pueden superar
las 10.000 DL 50 %/ml.

Seroneutralizacion.

Dada la baja letalidad de la toxina, result6 dificultosa la tipificacion de las cepas
aisladas, porque en los volimenes gque se pueden inocular en ratones no se
alcanzan las dosis letales requeridas para este ensayo.

Estudios de patogenicidad en cobayos.

Si bien las cepas aisladas producen baja cantidad de toxina "in vitro", todas
resultaron letales en cobayos a las 48 horas, inoculando esporas resuspendidas en
cloruro de calcio al 5 % por via intra muscular.

Cuando se inocula un tipo A o B productores de toxina Alfa la muerte se produce a
las 24 horas.

Es importante distinguir la presencia de toxina Alfa en los animales inoculados
experimentalmente,quese caracteriza por producir un extenso edema gelatinoso
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gue rezuma liquido.
La lesion por C. haemolyticum no presenta un edema tan extenso y es
serosanguinolento.

Discusion.

En regiones donde se presenta con frecuencia la hemoglobinuria bacilar el
diagndstico se suele realizar "a campo"”. Tanto el personal de los establecimientos
como los profesionales veterinarios que trabajan en la zona conocen esta
enfermedad. La observacion de animales con hemoglobinuria que mueren al poco
tiempo sumado a las lesiones hepaticas caracteristicas son suficientes para que se
confirme la causa de muerte y rara vez se recurre al laboratorio de diagnéstico.

Por otro lado, son pocos los laboratorios con capacidad técnica para el cultivo,
aislamiento vy tipificacién de clostridios en general. Y este clostridio en particular,
presenta las mayores dificultades para lograr un aislamiento exitoso debido a sus
requerimientos de anaerobiosis estricta.

Asi, en Argentina se han aislado en afios muy pocas cepas y, al no existir un centro
de referencia de anaerobios en veterinaria capaz de recibir, tipificar y preservar
adecuadamente los aislamientos, las pocas cepas aisladas se han ido perdiendo.

No se puede comprender a fondo una enfermedad que evidentemente en los
ultimos afios se ha modificado en cuanto a su distribucion geografica clasica y ha
adquirido un nuevo protagonismo, si no se dispone de varios aislamientos y cepas
para ser estudiadas.

Tampoco se pueden desafiar las vacunas, efectuar estudios de inmunidad cruzada
0 seleccionar cepas vacunales mejores, si no se conocen las cepas que estan
circulando al no aislarse y preservarse adecuadamente.

Este trabajo pretende transmitir nuestra experiencia para quienes quieran
implementar el cultivo de clostridios en sus laboratorios y contribuir asi a mejorar el
conocimiento en el campo de las enfermedades clostridiales en general y de la
hemoglobinuria bacilar en particular.

Conclusiones.

La metodologia descripta resume la experiencia de los autores en el aislamiento,
cultivo y tipificacion de 5 cepas de Clostridiumhaemolyticum. La toma de muestras
de higado de animales recientemente muertos, en condiciones asépticas y
remitidas al laboratorio en glicerina al 50 % en agua destilada, resulté el método de
eleccién para lograr un aislamiento de este microorganismo.
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Las muestras conservadas en glicerina al 50 %, sembradas directamente en medio
Tarozzi elaborado segun la formula descripta en este trabajo, constituye el método
por nosotros recomendado para el cultivo y aislamiento. No recomendamos intentar
el primo aislamiento utilizando unicamente medios sélidos.

Una vez desarrollados en medio Tarozzi, los cultivos se sembraron en placas de
agar sangre y agar yema de huevo, obteniendo colonias aisladas, la mayoria de las
veces en pureza.

Destacamos la importancia de utilizar los medios de cultivo recientemente
preparados o conservados pocos dias en atmdsfera reducida.

La tipificacién de este microorganismo por la metodologia clasica resulté muy
dificultosa, debido a la escasa produccion de toxina "in vitro" de las cepas aisladas.
Las cepas obtenidas esporularon a las 48 horas en medio Tarozzi. La inoculacién
de esporos activados con cloruro de calcio al 5 % por via intramuscular en cobayo,
resulté letal luego de 48 horas, lo cual demuestra que estas cepas son capaces de
producir cantidades letales de toxina "in vivo".

Sin embargo, un anaerobio obtenido de una lesion caracteristica de hemoglobinuria
en higado, que no desarrolla en primo aislamiento en medios sélidos, es lecitinasa
fuertemente positivo, no produce lipasa y es indol positivo debe resultar altamente
sospechoso.

La tipificacién clasica de los diferentes tipos de C. novyi se basa en la identificacion
de las toxinas Alfa y Beta por seroneutralizacion. Cuando las cepas aisladas no
producen las cantidades necesarias de toxina para realizar este ensayo, se debera
recurrir a técnicas alternativas inmunolégicas o moleculares para arribar a un
diagndstico definitivo.
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