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RESUMEN 

MARTINEZ CEBREROS AMBROSIO. DETERMINACION DE 

ANTICUERPOS EN BOVINOS VACUNADOS CONTRA CLOSTRIDIUM CHAU -

VOEI Y CLOSTRIDIUM SEPTICID-1 MEDIANTE LA PRUEBA DE HEMOAGL.Q 

TINACION PASIVA (bajo la dirección de: M.V.Z. Aurora Veláz 
' -

quez E. y M.V.Z. Moisés Fraire C.) 

Se efectuó la prueba de Hemoaglutinación pas.!_ 

va (HAP) para determinar los' niveles de anticuerpos contra 

Clostridium chauvoei y Clostridium septicum en 100 sueros-

de bovinos procedentes de una explotación ganadera ubicada 

en Tantoyuca, Ver. en la que se inmuniza con regularidad -

contra carbón sintomático y edema maligno y en 20 sueros -

de bovinos que no fueron inmunizados. 

En los sueros de los animales controles se e.!!. 

contr6 que el 95% y el 80% reaccionaron en forma inespecí-

fica con títulos inferiores a 1:20 contra los antígenos de 

s.!• chauvoei y f!• septicum respectivamente. 

Los sueros de los bovinos inmunizados mostra-

ron una amplia variación en los niveles de inmunoglobuli--

nas, títulos inferiores a 1:20 se encontraron contra f!• -

chauvo•i en el 14% y contra f!• septicum el 49% de los su.! 

ros, ae consideran que estas inmunoglobulinas son de ori--

1 
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gen inespecíCico inducidos de igual Corma que en los anim!!. 

les sin inmunizar. 

El 86~ y el 51% de los sueros tuvieron titu-

los superiores a 1:40 contra Cl. chauvoei y f.!· septicum -

respectivamente. Se considera que los títulos entre 1:40-

y 1:160 proceden de animales qi1e han recibido el primer -

estimulo vacuna! y los títulos de 1:)20 a 1:640 a una res

puesta anamn~sica. 

Se considera que la prueba de HAP eR útil pa

ra detectar anticuerpos producidos por la inmunización con 

bacter.inas comerciales contra Cl. chauvoei y f!.. septicum. 

. 1 
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DETERMINACION DE NIVELES DE ANTICUERPOS 

EN BOVINOS VACUNADOS CONTRA CLOSTRIDIUM 

CHAUVOEI Y CLOSTRIDIUM SEPTICUM MEDIAN-

TE LA PRUEBA DE HEMOAGLUTINACION PASIVA. 

INTRO DUCC ION. -

Las Clostridiasls se agrupan bajo la denomina 

ci6n general de gangrena gaseosa, son causadas por un ~ru-

po de gérmenes del género Clostridiu• que existen como hn-

bitantes normales en el intestino grueso del hombre y de -

los animales. Sus esporas se encuentran en el suelo, pol-

vo y aire, son estrictamente anaerobias y no pueden crecer 

en tejido sanos, pero crecen rápidamente cuando el tejido-

se desvitaliza a causa de un traumatismo o herida y reune-

condiciones anaer6bicas. Si el microorganismo se multipl,! 

ca, fermenta los carbohidratos presentes en el tejido pro-

duciendo gas. La distensión interfiere con el suministro-

de sangre y las toxinas pro~ucidas favorece la disemina--

ci6n de la infección a través de los diferentes planos del 

tejido (1J,18). 

Los cuerp~s extraños ta•bi~n actuan como cau 

sa determinante de la implantación y desarrollo de los ---

gérmenes en el tejido, entendiendo como cuerpo extraño, --

partículas qu~ son muy grandes para ser fagocitadas y que

actu~n presumiblemente':por interferencia en el suministro

sanguineo, creando condiciones de anaerobiosis e impidien-



do la llegada de fagocitos y otros ele•entos anti•icroLia

nos a la zona de infección (4,6). 

El carbón sintomático producido por Clostri-

dium chauvoei, se origina cuando e1 g6rwen invade e1 or~a

nis1no a partir del tracto digestivo y produce una septice

mia, luego se instala en las grandes .. aaa 911aculares que

son los sitios de elección, en donde se reproducen y sus -

toxinas dan origen a la lesión característica (1,11,12,14, 

16,17,19). En bovinos susceptib1ea, 1os signos c1inicos -

q~e se presentan son: fiebre de ~tºc, inC1a .. ci6n, ed4"14 y

enfiaema de las masas musculares y tejidG• subcut,neoa de

la parte superior de las extrM1idadea, 1o que ocasiona di

ficultad en la marcha. Posteriorwente, ~x..U.. grave y -

mortalidad elevada. 

En el edema maligno cuya etio1ogia •• de ori

gen múltiple, intervienen diCereatea ••pee~•• d• cloatri-

dia, principalemente el Cloatridia. aepticum que penetra -

al organismo a través de alguna herida producida por una -

lesión y mediante las toxinas que elabora, produce deatru,!:. 

ción del tejido y de alli ae difUnden a loa tejidos adye-

centes (1,11,12,13.14,16,17). i.. aignologia ae caracteri

za por fiebre de ~1 a 42°c 1a pre•entaci6n d• una lesi6n -

local en el punto de entrada ·que conai•t• en una zona de -

inClamaci6n, edema, enfisema y t .. blor .aacu1ar, dificul-

tad. en la marcha toxemia grave y mortalidad •l••ada. Bu•-
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se presentaron en los meses de Diciembre y Enero con un má 

ximo de 84.9% y la minima en Junio y Julio con 15.1% (26). 

Para proteger a los animales cuando están es

tablecidos en zonas enzoóticas los ganaderos inmunizan me

diante la aplic@ci6n de bacterinas. Las más comunmente em 

pleadas son: bacterina doble elaborada con g. chauvoei 

50~ y g. septicum 50% ó con bacterina trip~e que tiene la 

fórmula anterior más en porcentaje que los serotipos de 

Pasteurella multocida (20). 

A pesar de la aplicación de las bacterinas, -

existen un grupo de animales. que no quedan inmunizados, e.!!. 

to hace posible la persistencia de las clostridiasls y la

presentaci6n periodica de brotes de estas enfermedades en

el bato (21). 

En el labortori'o de Inmunologia se hacen --

pruebas de control de calid~d a las bacterinas comerciales 

inocuiando animales de experimentación y efectuando prue-

bas serol6gicas a los sueros' de animales inmunizados 1 para 

detectar anticuerpos contra ~lostridia y sus toxoides, me

diante las pruebas de·: aglutinación, precipitación, floc~ 

laci6n, fijación.de complemento, hemoaglutinación pasiva -

(2,5,7,8 1 9,24). Sin embargo no existen reportes de que e.!, 

tas pruebas se hagan en el suero de los animales en hatos-

. vacunados, por lo que en el campo, no es posible tener la 

certeza de que quedaron adecuadamente protegidos. 
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le ser una enfermedad aguda en la que los animales mueren 

a partir del comienzo de los primeros signos (1,11,12,14,-

16,17,18,19). 

El ganado bovino jóven tiene inmunidad pasiva 

trasmitida a través del calostro y dura 4 a 6 meses. Alg_!! 

nos animales adultos, posiblemente debido a que en alguna

etapa de su vida han tenido contacto con los gérmenes y P.!. 

decido una infección subclinica son resistentes. a la infec 

ción (25). 

En M6xico 1 se consideraba a las clostridiasis 

como un problema espor6dico que mantenia su incidencia li

geramente ascendente (26), pero en un an6lisis epizootiol! 

gico presentado en la VI Reunión Anual de Sanidad Animal -

sobre brotes reportados desde 1972 hasta 1917 1 se observa

un au•ento paulatino de es.tas enfermedades durante los 

aiio• de 1974 a 1975 y en el año de 1976 se presenta un in

cr .. ento agudo en au incidencia, alcanzando hasta un 261~ 

el. carb6n sintoútico y Wl 1).6" el eda.a nialigno, con re,!!_ 

pecto al año de 1975. (2),26) 

Este •i•mo reporte •uestra que loa Estados de 

la Rep6blica en ~· el ganado es .As afectado por estas •,!! 

feiwedades son: Veracruz con 45~ de loa caso• reportados,

Puebla con 27"• San Luis Potosi con 14", Chiapa• con 9" y

Yucat'n con 5"· Se indica tambi6n que la .. yor incidencia 
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Dentro de mis actividades en el departamento 

de Inmunología y Virología de esta Facultad, durante el -

desempeño del servicio social, tuve la oportunidad de 

efectuar las pruebas de control a una serie de productos 

biol6gicos y nos dimos cuenta de las frecuentes quejas de 

los ganaderos por la poca protección que las bacterias 

confieran a su ganado, por lo que decidimos hacer pruebas 

en los sueros de bovinos de un rancho en el que desde ha

ce años se vacuna al ganado con regularidad. 

En las pruebas serológicas de este trabajo -

se empleo la hemoaglutinación pasiva (HAP), por que exis

te una gama de antígenos solubacterianos (polisacaridos -

lipoposacaridos y proteínas), que pueden absorverse o ac.2. 

plarse quimicamente a los eritrocitos y reaccionan espec,! 

ficamente con los anticuerpos homólogos. Fue utilizada -

originalmente por Middlebruk y Dubas en 1948 (15) para -

estudiar anticuerpos contr~ tuberculosis, sencibilizando

eritrocitos de carnero tratados con ácido tánico, con pr.2. 

tainas de Mycobacterium tub~rculosis sucesivamente des -

pu's la empleai:on Boyden en 1951 y Kwapinski en 1956 (15) 

para la determinaci6n de la toxina de Pasteurella Pestis, 

Neter y colaboradores en 1956 (15) contra anticuerpos a -

los antigenos solubles de !• .E.2,!!, Boyden en 1951 para d,.! 

tectar anticuerpos contra toxinas de Corynebaterium ~ 

.!:.!!!.• Stavitki en 1954 (15) contra toxoide de f.!• tetani

y aifalecitinas de f.!~ perfringes. 



8 

Tomando en cuenta que Veracruz, es el estado 

de la República con mayor incidencia de las gangrenas ga--

seosas, las muestras para este estudio se obtuvieron de --

una zona ganadera situada en el Municipio de Tantoyucan, -

Ver. en la que año con año se presentan estos problemas a-

pesar de la vacunación. El rancho ganadero está localiza-

do en el Km. 26 de la carretera Tantoyuca-Chicontepec, Ver. 

situada en las coordenadas: 21º21' latitud Norte y 98°14 1 
-

de longitud Oeste, con una altura de 217 metros sobre el -

nivel del-mar (22). El clima de la región está clasifica

do como *Aw2**(e) con temperatura media anual de 24°c y un 

promedio de precipitación pluvial anual de 1,500 mm (10,22) 

Esta explotaci6~ está dedicada en un 75% a -

la producción de ganado de abasto, los animales son una -

cruza de las razas suizo y cebú adquiridas en su mayoría-

de otras explotaciones, el 2~% restante proviene de pie -

de cria del propio rancho, q~e además está dedicado a la

producci6n láctea. 

i 
El calendar~o de vacunación que se l¡leva a ca 

' 
bo contra carbón sintomático y edema maligno (badterina d~ 

ble), es el siguiente: los animales nacidos en el rancho -
! 

son vacunados entre los 3 y los 6 meses sin tener precisa
¡ 

la edad debido a que no se lleva un registro de fechas de-

1 

1 

1 "iii.- El mAs húmedo de los cálidos con lluvias en verano 
•• (e) El extremoso, oscilación entre 7 y 14o0 c. i 
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nacimiento. Los animales provenientes de otras explotaci.~ 

nes, generalemente son heterogeneos en edad y peso. Se va 

cunan al llegar al rancho, aprovechando el manejo para de~ 

parasitar, ad•inistrar vitaminas A.O.E. y el baño de inme.!:. 

sión contra la garrapata; el mis111D día son enviados a los

potreros de engorda. 
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· El Objetivo de este trabajo fue determinar m..!?. 

diante la prueba de Hemoaglutinaci6n Pasiva (HAP) en micr.2_ 

placa, niveles de anticuerpos que puedan relacionarse con

la inmunidad conferida por las bacterias contra Clostri--

~ chauvoei y Clostridium septicum. 
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MATERIAL Y METOOOS. -

• Método para la producción de toxoides. 

Antígenos: Se elaboraron a partir de cepns de 

.f.!.. chauvoei y Cl. septicum, se sembraron en medio de cnl 

do de hígado de res, se incubaron durante 6 días a J?ºC --

rectificándose el pH a 7.4 y agregando 10 ml de solución -

estéril de glucosa al 1% cada 24 horas. Se agrego al cul-

tivo formaol al 40% hasta alcanzar una concentración de --

0.5% en el me~io y se incubo a J7ºC durante 72 horas para-

su inactivación, para clarificar el cultivo,se paso por un 

filtro de gasa y así eliminar las partes gruesas, se cen-~ 

trifugo posteriormente a 2,500 r.p.m. durante 10 minutos -

desechando la mayor parte de los cuerpos bacterianos, este 

liquido se empleo antígeno para sensibilizar ~os eritroci 

tos. 

Preparación de los sueros hiperinmunes en conejos: 

El esquema de inmunización que se efectuó pa-

ra la producción de los sueros hiperinmunes fue el siguieE_ 

te: 

A 2 conejos machos raza Nueva Zelanda, clíni-

camente sanos, con un peso apróximado de t.6 Kg. el día ce-

ro se les aplicó 1 ml. de la bacterina toxoide contra Cl. 

7Ti'cnica de producción de toxoide tetánico del Instituto -
de Higiéne de la S.S.A. modificado en el Laboratorio de I,!!. 
munologia y Virología de la Facultad de Medicina Veterina
ria y Zootecnia U.N.A.M. 
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chauvoei por vía subcútanea, los dias 7 y 14 se repiti6 la 

aplicacci6n. El día 25 se exanguinaron en forma aséptica

por punci6n cardica. 

El suero hiperinmune contra ~· septicum se -

prepar6 siguiendo el esquema anterior. Estos sueros se t.!, 

tularou para conocer su nivel de anticuerpos y se emplea-

ron como controles positivos en la prueba. 

Sueros Problema.-

Se obtuvieron al azar 100 muestras de sueros

sanguíneos de bovinos vacunados contra carb6n sintomático

y edema maligno en un rancho del Municipio de Tantoyuca, -

Ver., a los 90 dias después de la vacunaci6n. 

20 sueros de bovinos clínicamente sanos y sin 

antecedentes de inmunizaci6n, proporcionados por la clíni

ca de grandes especies de la Facultad de Medicina Veterin!!_ 

ria y Zootecnia de la UNAM. 

Las muestras de suero de los animales vacuna

dos y los sueros controles, se obtuvieron ascépticamente -

por punci6n de la. vena yugular y se colectaron en tubos V!!_ 

cutainer previamente identificados, se dejaron 2 horas a -

~emperatura ambiente para que se formara el coágulo, el -

suero sobrenadante se decant6 en frascos que se refrigera-
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ron para trasladarse al laboratorio, en donde se centrifu

garon para eliminar los glóbulos rojos, se envasaron y se

congelaron a - 18°c hasta su uso. 

*La absorción de aglutininas inespecificas de

los sueros que ·se emplearon en la prueba, se realizó em -

pleando la técnica descrita por Kwapinski (15). 

TAcnica de HAP en Microplaca.-

En 7 pozos de las placas de microtitulación -

se pusieron con una •icropipeta 2 gotas de 25 microlitros

de la solución POS pH 7.2. 

Con una asa microdiluidoras se transfirieron-

50 •icrolitros de la dilución original 1:5 del suero al 

pri•er pozo de las •icroplacas y se mezcló quedando una d.!, 

lución de 1:10. 

A partir de la dilución 1:10 se hicieron dil.!!_ 

ciones dobles hasta el s6ptimo pozo eliminando los 50 mi-

cro1itros de excedente, quedando en este pozo la dilución

de suero 1:640¡ los microdiluidores que se usaron para 

efectuar las diluciones fueron lavados con agua destilada, 

alcohol y fla•eados para ser utilizados en la siguiente -

muestra da suero. 

Realizadas 1as diluciones, con la ayuda de -



una micropipeta se agregaron a cada dilusión de suero 50--

microlitros de glóbulos rojos sensibilizados. 

Finalmente se mezclaron con el agitador vibr.!!, 

torio 2 minutos y se dejó la microplaca en reposo a tempe-

ratura ambiente para que se efectúe la reacción. 

La lectura de la prueba se hizo en ~ fere es 

lapsos para determinar el tiempo óp~~mo en que se presentó 

la hemoaglutinación. 

. ' 
Con los sueros hiperin~nes y los !sueros de-

1os animales no inmunizados se efectuaron dilusiones como-

en las muestras anteriores y la aglutinación que se obser-

v6 se tomó como un patrón para interpretar los resultados. 

·Control de Glóbulos Rojos.-

• 
Se pusieron 50 microlitros de la solución de 

PBS pH 7.2 a 10 pozos de la microplaca y se le agregaron -

50 microlitros de la suspensión de los glóbulos rojos sen-

sibilizados. 

Las pruebas se hicieron por duplicado para C.!!, 

da mues~ra de suero y asi determinar errores en la dilu--

ci6n. 
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RESULTADOS: 

Los resultados de 1as pruebas de he.oaglutin~ 

ción pasiva eCectuadas en los sueros de los diCerentes gr~ 

pos de animales, se anotan en los cuadrÓs 1, 2 Y 3. 

CUADRO No. 1 

Sueros de conejos in.unizados con bacterina -

toxoide: 

Antígeno Antígeno 

C1. cbauvoei C1. septicum 

Suero anti g. cbauvoei 1:61to 1:20 

Suero anti C1. se2ticu• 1:10 1:J20 
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CUADRO No 2 

Sueros de bovinos no inmunizados 

Titulo de Ac. Con antígeno de Con antígeno de 

g_. chauvoei f.!.· se[!ticum 

No. de animales % No. de animales % 

S/título* 1 5% 4 20% 

1:5 6 JO% 11 55% 

1:10 12 5.5% 5 25% 

1:20 5 5% o 0% 

Titulación de anticuerpos en 

sueros de bovinos no inmunizados 

No. de 

Bovinos 
15 

5 

~ g. chauvoei 

11 f!. seEticum 

, *S/T 1: 5 1: 10 1: 20 Títulos de anticuerpos 
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Suero de .Anima1es Ill9Ullizados: 

... •• ... i .. les con titu1os de Ig. canten~. Chauvoei y 

Tf.'bdo de Ac. Con Antígeno de Con Antígeno de 

C1. cbauvoei Cl. se2ticum 

No. de animales % No. de animales% 

1.:10 J 3% 13 13% 

l.:20 11 11% J6 J6% 

l.:'<I 22 22% 35 35% 

l.:Bo 1.\ 14% 9 9% 

1~1Go 7 7% J J% 

1:32.D 14 14% ? 2% 

1:M«» 29 29% 2 2% 

de lliarimlts i:a:imunizados. 

~ Q. iclwuvoei 

11 g: 
:640 

Titulos de anticuerpos 
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DISCUSION.-

En 1011 sueros de los conejos inmunizados con

bacterina toxoide de Cl. chauvoei ó ~- septicum, se dete.!:. 

minaron mediante la prueba HAP nive1es elevados de anti-~

cuerpos contra 1os antígenos homólogos, observándose reac

ciones inespecíficas hasta la dilución 1: 20, debido a la -

presencia de determinantes antigénicos comúnes en ambos -

c1ostridias. 

En los sueros de los bovinos controles, sin -

inmunizar se encontró que el 95% y .el 80% reaccionaron --

en :forma .inespeci:fica, con títulos inferiores a 1: 20, con

tra los .antígenos de g. chauvoei y f!.• septicum respecti

vamente, debido a que posiblemente han estado en contacto

.con 1o·s anti,;enos bacterianos de la flora normal del intes 

~bu> y via• r••piratorias, que comparten algún determinan

te ant1_gflnico con los clostridios, el resto de los anima-

.!l.es 5 y :20," respectivamente no presentaron titulas detecta 

.bles por ·esta prueba. 

Lo·s sueros de los bovinos inmunizados, mostr_!! 

ron una amplia variación en los nive1es_ de anticuerpos CO,!!. 

·tra antígenos de Cl. chauvoei; que van desde 1:10 el 3% -

b8sta 1:640 el 29%. El 14% de estos mismos animales reve-

16 títulos inferiores a 1:20, semejantes n los sueros de -

los animales sin inmunizar, esta situación puede deberse a 
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que e1 estímul.o vacuna1 no fu• efectivo y los anticuerpos

detectados son de origen inespecífico. 

Por otra parte, el 86% de los sueros mostra-

ron títulos que varían desde 1:40 hasta 1:6lt0. Lo que -

puede interpretarse como una buena respuesta de los bovi~

nos.a la insunización, sin embargo, como los animales per

manecen en e1 ca•po y no se efectúa un control de las inmu 

nizaciones que se 1es ap1ican es posible que el grupo de -

anima1es ·que 11Uestran títulos 1:40 a 1:160 hayan recibido

una ºso1a aplicación representando el 43~ 1 las muestras que 

presentan titu1os de 1:320 y 1:640 probablemente recibie-

ron iaás de uná, inmunización produciendo respuesta anamnés,! 

ca contra el antígeno, representando el 4J% de los sueros

restantes. 

En los mismos sueros se encontró que 1os nive 

les de anticuerpos contra C1. septicum tienen un patrón d.! 

ferente. En e1 49% de las muestras los títulos fueron in

feriores a 1:20, esto puede deberse a que el producto inmu 

nizante no contenga suficiente cantidad de elementos bási 

cos para inducir una buena respuesta inmunológica que rev_!. 

1e títulos altos •ediante la prueba de HAP. El 51% de los 

sueros restantes presentaron títulos mayores de 1:40 a 

1: 160 probabl-ente provengan de animales que han recibido

el pri•er estim11lo vacunal. El 4% de las muestras restan

tes preaentaron títulos de 1:320 y 1:640 que posiblemente-
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En otros países en donde se han percatado del 

prob1ema, se emp1ean como productos inmunizantes contra el 

carbón sinto..atico y edema maligno fundamentalmente bacte

rina toxoide (5) 

En 1o que concierne a la prueba de hemoaglut_! 

nación pasiwa, se pudo 11evar a cabo facilmente, present6-

una buena sensibi1idad y aceptable especificidad. Esta --

prueba detectó anticuerpos que reaccionan contra antigenos 

.so1ub1.es absorvidos o acop1ados quimicamente a los eri tro

citos. En este trabajo 1os antígenos corresponden a las -

toxinas de 1.os clostridias, ya que se eliminaron los cuer

pos bacterianos y la sensibilizaci6n de gl6bulos rojos ta

naclos, se eCect6o con 1os productos del metabilismo bacte

riano presentes en 1a fase 1iquida del medio de cultivo. -

Esto hace pensar que 1as in.munoglobulinas detectadas co -

rresponden a anticuerpos contra las toxinas de los gérme-

nes. Los resul.tados indican que la gran mayoría de los -

aniwal es y.acunados presen~aron niveles muy bajos de este -

tipo de inwmog1obu1inas, por lo tRnto los productos inmu

nizan.tes cowercia1es inducen una baja respuesta inmune hu

..,ra1. 
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correspondan a animales con una doble vacunaci6n. 

Estudios realizados en el Laboratorio de Sero 

logia del Depto. de Virología e Inmunologia de esta Facul

tad, para comprobar la potencia de las bacterinas han de-

mostrado que algunas de ellas confieren una baja inmunidad 

a los animales inoculados experimentalmente.* 

En virtud de que el muestreo de los sueros se 

hizo en una poblaci6n hetergenea de animales desde el pun

to de vista de edades y condiciones nutricionales, es posi_ 

ble que el sistema inmune de estos animales no responda -

adecuadamente, ya que cuando se aplica la bacterina gene~

ralmebte han sido transladad~ de los potreros a los corra

les de manejo que se encuentran a grandes distancias¡ ha-

ciéndose en días calurosos e introduciéndose inmediatamen

te a· la manga, sin considerar que se encuentran agitados, 

nerviosos y fatigados. 

Las inmunoglobulinas que inducen una bacteri

na no protegen contra las infecciones naturales, por lo -

que es necesario entonces elaborar y aplicar una bacterina 

toxoide como producto inmunogénico que contenga una mayor

proporci6n de toxoides,que estimule la producción de anti

cuerpos que neutralicen la acci6n de las toxinas responsa

bles de la muerte de los animales. 

•comunicación per·sonal Ora. Aurora Velázquez E. 
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CONCLUSION: 

La prueba de hemoaglutinaci6n pasiva fue útil 

para detectar inmunoglobulinas producidas por la inocula-

ci6n de bacterinas comerciales. 

En los sueros de los animales vacunados con -

productos comerciales y tomados al azar se encontr6 que hu 

bo un 43% y 4% con titulos elevados de inmunoglobulinas 

contra fl• chauvoei y fl• septicum respectivamente. 
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