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R E S U M E N 

En el Departamento de Bacteriología I.N.I.P';-S.A.R.H., se llevó -

a cabo el presente trabajo, con el fin de realizar los siguientes objetivos: 

1). Estandarización de una técnica (Electroforesis y Fijación de Compleme~ 

to) para evaluar la respuesta humoral en conejos, inmunizados con bac­

terias inactivadas causantes de mastitis (~. ~· ~· agalactiae y -

Combinadas). 

2). Valoración de diferentes adyuvantes en la respuesta humoral. 

3). Evaluación de diferentes dosis con antígenos de ~· aureus, S. agalac-­

tiae y Combinadas. 

4). Determinación de respuesta cruzada entre ambos antígenos. 

Descripción del Experimento: 

Consistió de dos partes: En la primera parte se utilizaron 8 con~ 

jos que fueron inmunizados con una suspensión de bacterias de Streptococcus 

agalactiae inactivada. Se realizaron 4 programas de inmunización, con dos 

vías de administración, intravenosa (IV) e intramuscular (IM). En la vía -

IM se uso adyuvante deFreund completo e incompleto en presencia del antíge-

no (Ag) . 

Los niveles de inmunoglobulinas fueron medidos por medio de la -­

técnica de Electroforesis y Fijación de Complemento. 

La segunda parte de este trabajo se probaron 24 programas, con 

una sola vía de inoculación (IM). Se utilizaron 3 adyuvantes diferentes; -

Dietilaminoetil-Dextran (DEAE-D) a una concentración de 5 mg/kg de peso del 

animal vivo, una emulsión de glicerol, aceite de cacahuate y lecitina de s~ 

ya (G-C-L) a una relación de 10-10-1 respectivamente y Bordetella pertussis 

(B.p) a una concentración de 3000 x 106 org/ml. 

La respuesta humoral se midio durante los primeros 75 dias con in 

tervalos de 15 dias cada sangrado. En esta parte se dio una segunda inocu­

lación a los 135 dias y se verificó su respuesta 30 dias después. 

En los resultados se observa que ~· aureus tiene una mayor capac~ 

dad antigénica (antígenos somáticos de superficie) que ~- agalactiae. 

Los adyuvantes que mostraron tener una mayor eficacia con estos -

antígenos fueron B.p. y G-C-L. 

*Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarias. 



No se detectó un efecto claro de la dosis/respuesta de bacterias 

inoculadas, notándose una pequeña ventaja en los tratamientos que recibie-­

ron mayor inóculo bacteriano. 

En los animales que recibieron el antígeno combinado, al ser valo 

rados con S. ~y ~· agalactiae, mostraron una menor respuesta que cuan 

do se valoraron con ambos antígenos a la vez. 

El comportamiento en la respuesta cruzada entre ambos antígenos -

posiblemente tuvo algunas similitudes entre los determinantes antigénicos -

por los pocos títulos alcanzados en la respuesta cruzada. 
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I. INTRODUCCION. 

La incidencia de infecciones de la glándula mamaria de las hembras 

destinadas a la explotación lechera, tuvo un cambio hacia el incremento tan 

pronto como el animal fue domésticado y utilizado con propósitos lecheros. 

Varios factores asociados con la interferencia humana en la lactación normal 

de los rumiantes, pudieron haber tenido este efecto. Por ejemplo, la selec 

ción genética para una mayor o más alta producción de leche podría haber da 

do una selección hacia resistencia natural para la infección (29), o tal 

vez volviendo más vulnerable a las infecciones bacterianas (31). La reten­

ción de grandes cantidades de leche en la glándula mamaria por períodos laE_ 

gos, da condiciones favorables para el establecimiento de numerosos agentes 

patógenos. La introducción de la máquina ordeñadora, a pesar de sus venta­

jas, dio nuevos medios para lastimar inadvertidamente a la glándula mamaria 

y/o predisponer a la infección. Así es bien reconocido que la incidencia -

de mastitis en hatos que son manejados en forma extensiva en ganado de car­

ne, es más baja que en el caso del ganado lechero. 

La mastitis bovina es una de las enfermedades que más afectan a -

la industria lechera, al grado que ocasionan pérdidas anuales calculadas en 

más de siete mil millones de pesos. Tal cifra comprende la pérdida ocasio­

nada por animales muertos, enfermos, desechados prematuramente y por el lác 

teo eliminado o decomisado por no resultar apto para el consumo humano. 

Se ha estimado en !J.S.A. los daños por rnastitis ocasionan pérdidas 

por 400 millones dolares anuales y cada productortiene que destinar mil do­

lares de sus ganancias para controlar esta enfermedad (46). 

En vista de la alta incidencia de mastitis en ganado lechero, sus 

enormes costos y problemas intrínsecos asociados con la terapía de antibió­

ticos y profilaxis, se ha dado considerable atención a la INMUNIZACION EN -

CONTRA DE MASTITIS de etiología bacteriana. Desafortunadamente los avances 

en la inmunización convencional que han probado ser exitosos en profilaxis 

de otras enfermedades, han dado resultados desalentadores cuando se aplican 

para inmunizar contra patógenos de la glándula mamaria. En el caso de mas­

titis ''ºr e,;tafilococos, por ejemplo, la literatura menciona estudios que -

úescr1uen experimentos en los que la administración sistémica de vacunas -­

muertas y/o toxoides, con o sin adyuvante, han inducido poca protección in­

rrnnolóc;ica durante la lactación (12, 22, 35, 41, 48, 53). 

Sin embarqo, exisce un período dentro del estadio productivo de -

la •1aca lechera que potencialmente puede ser adecuado para la estimulación 
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del sistema irununológico y usarse como preventivo (30). Este período es el 

tiempo en que la vaca lechera no esta en producción. 

Por otro lado, no es suficiente la información que se tiene sobre 

las características inmunogénicas de las dos especies de bacterias que más 

frecuentemente causan mastitis sobre la respuesta humoral al desafío, bajo 

diferentes circunstancias. Por lo que se considera necesario obtener más -

información sobre la capacidad irununogénica de las bacterias causantes de -

rnastitis utilizando el conejo como unidad experimental y evaluar la respue~ 

ta humoral en ellos. 

Por lo tanto los OBJETIVOS de este trabajo fueron: 

1). Estandarización de una técnica (Electroforesis y Fijación de Compleme:;_ 

to) para evaluar la respuesta humoral en conejos irununizados con bacte 

rias inactivadas causantes de mastitis (~. ~· s. agalactiae y Com 

binadas) . 

2). Valoración de diferentes adyuvantes en la respuesta humoral. 

3). Evaluación de diferentes dosis con antígeno de Staphylococcus aureus, 

Streptococcus agalactiae y Combinadas. 

4). Y la d8ter.~inación de respuesta cruzada entre ambos antígenos. 
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II. REVISION DE LITERATURA. 

II.1. ETIOLOGIA DE LA MASTITIS. 

II.1.a. DEFINICION DE MASTITIS. 

El término rnastitis se refiere a la inflamación de la glándula rn~ 

maria, sea cualquiera su etiología y se caracteriza por alteraciones patol§_ 

gicas del tejido glandular y por rnodif icaciones físico-químicas de la leche. 

En algunas anomalías de la leche cabe mencionar cambios de color, presencia 

de grumos y gran número de leucocitos. Debido al elevado número de casos -

subclínicos, el diagnóstico de rnastitis depende de pruebas basadas en el con 

teo de células somáticas en la leche (38). Son muy diferentes los organis­

mos que pueden infectar la glándula mamaria (10). A pesar de los programas 

de higiene y terapia, el número de infecciones no parece disminuir en nues­

tro territor ~o nacional (46). Siendo la frecuencia de los diferentes agen­

tes patógenos la que cambia corno consecuencia de la aplicación y uso indis­

cr irninado de antibióticos. La importancia de cada uno de los microorganis­

mos causantes de mastitis no es la misma en las diferentes épocas del año -

y de la lactación (5). 

Aunqce '.a mast itis ocurre esporádicamente en todas las especies, 

adquiere mayor importancia en las vacas lecheras. En relación con pérdidas 

económicas, es sin duda la enfermedad más importante con la cual debe enfren 

tarse la industria lechera (46). 

II.1.b. AGENTES PATOGENOS CAUSANTES DE MASTITIS. 

Los agentes infecciosos causantes de mastitis e ncuentran un habi­

tat nonnal en e l medio ambiente en que se desarrollan l a s vacas lecheras, y 

teóricamente es posible aislar cualquiera de los agentes infecciosos. En -

el Cuadro No.I se presentan los organismos que son reconocidos corno causan­

tes de mastitis. 

Se han enc01.trado muchos agentes infecciosos como productores de 

mastitis, siendo las bacterias el principal causante etiológico de la enfer 

medad. 

Además de estos agentes infecciosos hay algunos virus y micoplas­

mas que pu eden encontrarse o aislarse en un momento dado, aunque no en la -

misma fr ecuencia y número 4ue las bacterias (16). 

Asimismo, no todos los agentes patógenos poseen la misma capaci-­

Jad para establecerse en la glándula mamaria. Por ejemplo, como en el caso 

de E. coli, est~ bacteria a pesar de que se encuentra en grandes cantidades 
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CUADRO No. I.- MICROORGANISMOS RECONOCIDOS POR LA NAT.IONAL MASTITIS COUNCIL 

DE LOS E.E. U.U. COMO CAüSANTES DE MASTITIS*. 

Streptococcus agalactiae 

Streptococcus dysgalactiae 

Streptococcus uberis 

Streptococcus zooepidemicus 

Streptococcus bovis 

Proteus spp 

Clostridium perfringens 

Corynebacterium pyogenes 

Corynebacterium bovis 

Nocordia asteroiJes 

Pasteurella ~ultocida 

Pseudomonas aeruginosa 

Candida albicans 

Staphylococcus aureus 

Staphylococcus epidermidis 

Escherichia coli 

Enterobacter aerogenes 

Klebsiella pneumoniae 

Candida pseudotropicalis 

Candida tropicalis 

Cryptococcus neoformans 

Pichia farinosa 

Trichosporon cutaneum 

Mycoplasma bovis 

Mycoplasma bovigenitalium (serotipo 2)** 

Mycoplasma alkalescens 

Leach's Grupo 7 

Mycoplasma canadensis 

*) ColloquilL~ on bovine mastitis. J.A.V.M.A. 170 (10). 1977 

**) Micoplasmosis de los animales. C. Eichwald. (1973). 
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produce relativamente pocos problemas de mastitis y por otro lado, Strepto­

~ agalactiae es una bacteria que más frecuentemente produce daño (31). 

El 80% de los casos de mastitis son originados por la invasión de 

gérmenes patógenos a la ubre (31). La mastitis ocurre frecuentemente duran 

te el período seco y las primeras semanas después de iniciarse la lactación 

(10). La mastitis puede ser la expresión clínica de las infecciones que p~ 

drían haber existido desde el momento del secado, o bien deberse a infeccio 

nes nuevamente establecidas. Las bacterias patógenas de los géneros Staphx_ 

lococcus y Streptococcus principalmente, invaden con mayor frecuencia a la 

glándula mamaria durante las primeras semanas posteriormente al secado( ver 

Cuadro No. II) . 

CUADRO No. I I. - PORCENTAJE DE VACAS CON GLANDULA MAMARIA INFECTADA POR DIFEN 

TES PATOGENOS*. 

Vacas no infectadas. 

Streptococcus agalactiae 

Gtros Estreptococos 

Staphylo,occus ~ 

Otras bac~ ,'::<.::rias 

* Pérez D. M. 1978. Manual S. G. L., Palo Alto. 

50% 

23% 

1 3% 

13% 

1% 

La posición predominante de Streptococcus agalactiae como causa -

de mastitis bovina ha sido substituida a este gérmen en los Últimos años por 

Staphylococcus ~, especialmente en regiones en donde el tratamiento de 

la mastitis con penicilina se ha practicado intensamente y en donde han reem 

plazado el ordeño de mano por máquinas de ordeño (16). 

II.2. Streptococcus agalactiae. 

II.2.a. ANTECEDENTES SOBRE ESTREPTOCOCOS. 

El género Streptococcus comprende un grupo heterogéneo de microor 

c¡anismos con una amplia gama de huespedes animales. 

Desde el año de 1880 Rosenbach observó estos organismos en los es 

tados inflamatorios supurativos. Aparte de las formas virulentas, se sabe 

ai1ora que a menudo existen en la garganta y el tubo intestinal de los anima 

les r·iertas variedades de estreptococos, bacterias relativamente inocuas. 
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Streptococcus agalactiae fue aislado inicialmente por Lehman y Neu 

man en 1886 como causante de mastitis (5). 

Las bacterias reconocidas como causantes de mastitis infecciosa -

de amplia distribución mundial son tres: Streptococcus agalactiae, Strepto­

~ uberis y Streptococcus dysgalactiae; se identificaron como los prin­

cipales estreptococos involucrados en mastitis, siendo el más prevalente 

Streptococcus agalactiae. Bajo circunstancias especiales otras especies de 

estreptococos no son ampliamente distribuidas. Muchos de los anteriores 

fueron clasificados alfabéticamente en secuencia de su descubrimiento. Los 

designados desde la letra A hasta la P, se han referido para especifidad s.=_ 

rológica por medio del método desarrollado por Lancefield. Streptococcus -

agalactiae pertenece al grupo B por el hecho de que los es treptococos poseen 

componentes antigénicos estables y específicos (polisacáridos, proteínas y 

nucleoproteínas presentes en su pared celular) (38). 

Hasta el momento se diferencían 13 grupos de streptococos por el 

polisacárido de grupo específico de la pared celular que se designa como -­

substanc ia C. En el Cuadro No.III se presentan las especies más conocidas 

y algunas características generales. 

Se encuentran Muchos tipos y subtipos que se diferencían, además 

de los antígenos polisacáridos de tipo específico, por la substancia S, en 

el caso de los Streptococcus del grupo B y las proteínas M y T específicas 

de los Streptococcus del grupo A (20). 

Reportes hechos sobre la incidencia de infecciones por el género 

de Streptococcus muestran a Streptococcus agalactiae en un porcentaje que -

va de un 70 -80%, Streptococcus uberis de un 10-12%, Streptococcus dysgalac­

tiae de 1. 3- 7 . 0: y otros estreptococos en 1.2% (38). 

En el transcurso de la última década, se ha identificado a Strep­

tococcus agalactiae (estreptococo del grupo B) como causante mayor de infec 

cienes en recién nacidos. Las manifestaciones de enfermedad incluyen bacte 

remia, meningit is y neumonía. Los estreptococos del grupo B aislados del -

humano y bovinos se han clasificado en 5 serotipos (Ia. Ib. I c . II y III). 

La inmunidad en e l humano y en los animales de experimentación parece ser -

específica de tipo (53). 

!I.2.b. CARr\CTERISTICAS DE Streptococcus agalactiae. 

Morfología y Reacciones Tintoreales.- Presenta generalmente la for 

rna ue cadenas largas cuando se le encuentra en las secreciones de ubres in-



CUADRO No.III.- CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE STREPTQCQCOS lXPORTANTES DE LOS ANIMALES& 

Fermen- l\cido 
Hemóli Treha Sorvi Man i tación: lácti Rafi-

Hipur~ 
Inu- Es cu to de Leche Torna-

Espec ie Grupo si s . losa. tol. tol. salicín CO, nasa. lina. lina. sodio* solada. 

Str. pyogenes A A + - V +{v) + A 
Str. zooepidermicus e .../3 - + - + + A sl +-R 
Str. equisimi lis e A + - - +(v) V A sl -R 
Str . equi c A - - - + 
Str. agalactiae B ~.J.),} + - - +(v) + 
Str. dysga lactiae e o<'.) .13' + - - - + 
Str. uberis r:;,t..,.13,'6 + + + + + 

-
+ Ac sl -R 

AR 
+ + + AR sl -c 

Str. canis G ./.3 - - + + + V + AR 
Str. fec a lis o °""""~ ( + + + + + + V ARC 
Str. bovis D <:::><- V - V + + + + " A 

v = variable. 
ACR = Ac ido- Coagulación-Reducción 
A = Acidifica . 

* Hidrólisis 
+ sl + ligero 

& Carter G. R. Diagnostic Procedure s in Veterinary Microbiology (1978). 

..., 
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fectadas. El microorganismo es gram positivo y se tiñe con facilidad con -

todos los colorantes ordinarios. Los cocos individuales son esféricos, ov~i 

des y se disponen en cadenas. Los miembros de las cadenas a menudo presen­

tan una notable apariencia de diplococos y ocasionalmente se observan indi­

viduos cuya longitud los hace semejantes a los bacilos cortos (11). 

Caracteres de Cultivo.- En medios sólidos, primordialmente en Agar 

Sangre, los estreptococos crecen en colonias pequeñas, suaves, translúcidas 

y convexas (11). El desarrollo en caldo-suero es granular o en copos y se 

localiza en el fondo de los tubos mientras el resto del caldo permanece lim 

pio. La leche torn~solada incubada a 37C es acidificada y coagulada a las 

48 horad. La leche con azúl de metileno no es reducida. En caldo dextrosa, 

la concentración final de hidrog~niones varía de pH 4.4 a 4.7 Hidroliza el 

hipuratro de sodio. La dextrosa, lactosa, sacarosa y maltosa son regularme~ 

te fermentadas, la salicina, lo es a veces. 

Según Gochnaver y Wilson, alrededor del 90% de las cepas estudia­

das de Streptococcus agalactiae producen hialuronidasa y al parecer la enz~ 

ma formada por este microorganismo es serológicamente distinta de la libera 

da por el grupo A de estreptococos (20). 

Las cepas de Streptococcus agalactiae tanto de origen humano como 

a.'1imal, producen crn sustancia que puede lisar a glóbulos rojos de ovino y 

bovino (pero no los del hombre, caballo, conejo y cobayo) cuando se ponen 

en contacto con la toxinac:.<,de Staphylococcus aureus. El fenómeno conoci­

do como prueba de CAMP es casi específico para los Streptococcus del grupo 

B (34). 

CUADRO No.IV.- DIFERENCIAS BIOQUIMICAS DEI. GENERO STREPTOCOCCUS. 

ORGANISMO CAMP ESCULINA HEMOS IS HIDRO. 
TO DE 

Str. ª'i!alactiae + d-,13 ~ 'l 
Str. dysgalactiae ='--o '( 

' 4 Str. uberis + d-- o 

Puede encontrarse cepas de Str. agalactiae negativa a CAMP 

•• Puede encontrarse cepas de Str. uberis positiva a CAMP 

DE HIPURA-
Na. 

+ 

+ 

Microbiological Procedures for the Diagnosis of bovine Mastitis (1969) Natio 
nal Mastitis Council Inc. 
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II.2.c. CAPACIDAD INMUNOGENICA DE Streptococcus agalactiae. 

Streptococcus agalactiae no es un invasor activo de tejido. Se -

multiplica en la leche, en la superficie de la cisterna y en los duetos. 

Produce un irritante que es causa de la reacción inflamatoria, la que es 

principalmente subclínica con períodos agudos de nuevos brotes. Los produ~ 

tos de inflamación pueden bloquear los canales de la leche y de este modo -

impiden el drenaje de los alveolos asociados, resultando en la involución. 

Los irritantes acumulados conducen a la intensificación de la reacción infla 

materia originando una marcada pérdida en la producción de leche. 

El bajo grado de virulencia de Streptococcus agalactiae en anima­

les de laboratorio ha sido un obstáculo en los estudios inmunológicos. 

Streptococcus agalactiae es un patógeno para el embrión de pollo y el pase 

a través de este puede incrementar su virulencia para el ratón (13). 

El ratón y el cuye pueden inmunizarse contra una dosis prueba de 

Streptococcus agalactiae, aunque a través de investigaciones han sido inca­

paces de inducir inmunidad en el ratón. El suero de cabras que han sido 

inoculadas intravenosamente o intraperitonealmente con Streptococcus agalac­

tiae, confiere protección pasiva al ratón. La prueba de protección pasiva 

ha sido usada para valorar cuantitativamente los anticuerpos contra Strepto­

coccus agalactiae del suero y leche en las vacas (13). 

En estudios posteriores se han empleado técnicas para la extración 

de proteina M, el polisacárido S, el polisacárido C y productos extracelula 

res (también polisacáridos) de Streptococcus agalactiae (referidos como 1,2, 

3 y 4); usando la prueba de Fijación de Complemento con estas substancias -

como antígeno; se demostraron anticuerpos fijadores de complemento en cone­

jos inoculados con Streptococcus agalactiae para los cuatro antígenos. No 

se han detectado anticuerpos en vacas sin historia de infección por Strepto-­

coccus agalactiae, mientras que todas las vacas con historia de infecciones 

reaccionaron al cuarto antígeno pero no a los números 1, 2 y 3. A su vez en 

calostro se detectaron anticuerpos contra el antígeno Nª en todas las va-

cas con historia de infección por Streptococcus agalactiae, pero sin una ex 

plicación se encontraron anticuerpos contra el antígeno Nª4 en todas las va 

cas, incluyendo aquellas sin una previa historia de infección por Streptoco­

ccus agalactiae (38), 
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II.2.d. RESPUESTA INMUNOL(x;ICA DE LA GLANDULA MAMARIA A VACUNACION DE 

Streptococcus agalactiae. 

Se han usado vacunas de diferentes tipos en el tratamiento de ma~ 

titis estreptococica bovina, pero los resultados obtenidos han sido dudosos 

(13). 

Se han realizado experimentos por Yuichi Yokomizo para producir -

anticuerpos contra Streptococcus agalactiae, de tipo !a.con inmunizaciones 

sisté~icas e intramamarias en vacas preñadas. Se demostró que el contenido 

de inmunoglobulinas, IgG1 , IgG
2 

e IgM en el calostro de la glándula que fu~ 

ron vacunadas no mostró diferencia substancial con las glándulas no vacuna­

das, el contenido de IgA fue considerablemente mayor en las glándulas que -

fueron inmunizadas. Sin embargo, estos anticuerpos no han mostrado contri­

buir a la defensa contra las infecciones de la glándula mamaria. Reciente­

mente se ha prestado mayor atención a las vacunas por ruta intrarnarnaria que 

han mostrado ser capaces de responder con un incremento en la producción de 

IgA (53). 

La protección contra la invasi6n por patógenos en la glándula ma­

maria se puede logéar por la inducción de una respuesta inmune local en es-

te tejido. Se han hecho numerosos intentos para obtener una vacuna contra 

la mastitis por estreptococos, y cualquier conocimiento sobre la inmunidad 

local es provechoso, ya que el acercamiento al problema fue por mucho tiem­

po empírico, con resultados completamente variados. Las rutas de administra 

ción varían, cc•n la naturaleza y composición de la vacuna. La respuesta -

inmune en la ubre puede inducirse por la administración de la vacuna en la 

glándula o en los nódulos linfáticos regionales. Esta última ruta unida a 

una administración sistémica se ha empleado para vacunar contra mastitis de 

bida a Streptococcus agalactiae. Este procedimiento resulta en la estimula 

ción de anticuerpos protectores en el suero y en la leche, presumiblemente 

de origen sistémico. La aplicación limitada en el campo de la vacunación -

sugiere que puede ser efectiva en el control de la mastitis por Streptoco-­

~ agalactiae (29). 

II.3. Staphylococcus ~-

II.3.a. ANTECEDENTES SOBRE Staphylococcus aureus. 

La apariencia de estas bacterias hizo a Ogsten adoptar el nombre 

-~énerico !Jara el grupo Staphylococcus que en griego significa "racimo de -

1vas 11
• 
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Probablemente no exista ningún otro patógeno que produzca tantos 

factores virulentos ("agresinas") corno Staphylococcus ~· entre las subs 

tancias mejor caracterizadas están; la toxina alfa, (una de las 4 hernolisi­

nas conocidas) coagulasa, lipasa, leucocidina, enterotoxina, exfoliatina y 

proteína A. La producción de coagulasa y la virulencia están tan intirnarnen 

te ligadas que la producción de coagulasa es considerada a menudo como sino 

nimia de la virulencia del estafilococo. La proteína A tiene la capacidad 

de ligarse a la porción Fe de la IgG opsoninas, actuando por lo tanto en -­

esencia, corno un factor antifagocítico de superficie. Algunas cepas estafi 

locócicas especiales muestran la formación de cápsula en condiciones muy d~ 

finidas in vitro. Los estafilococos, por lo general, no son considerados -

corno poseedores de cápsulas antifagocíticas. 

Las infecciones por estafilococos son altamente destructivas y -­

producen abscesos prominentes. La mayor parte de los estafilococos son de~ 

truidos una vez que son ingeridos por los polirnorfonucleares (PMNs) , aunque 

algunos pueden sobrevivir en condiciones experimentales. Hay evidencias ~­

que la inmunidad mediada por células puede desempeñar algún papel en la de­

f erisa del huésped contra las infecciones estafilococcicas aunque la forma-­

ción de granulornas es bastante rara en estas enfermedades. El hallazgo de 

anticuerpos contra el ácido teicoico en la sangre puede ser ocasionalmente 

de utilidad en el diagnóstico de infecciones estafilococcicas generales (20) 

Parece que en el pasado la mastitis estafilococcica era tan fre-­

cuente corno ahora, pero sólo los casos más graves eran diagnosticados. Ac­

tualmente la frecuencia es probablemente igual que antes, pero en algunas -

zonas ha cambiado. 

Edwarsd y Rippon estudiaron 395 cepas de Staphylococcus patógenos 

para la glándula mamaria por medio de tipificación de estas cepa·s, las cua­

les cayeron dentro de 5 grupos principales, mostrando reacción positiva a -

la coagulasa y muchos resistentes a la penicilina (5). 

II.3.b. CARACTERISTICAS DE Staphylococcus ~· 

Son organismos esféricos de alrededor de 1 ).11!\ de diámetro, dispue~ 

tos en racimos irregulares: en cultivos líquidos se observan además cocos -

aislados en pares, tetrados y formando cadenas. Los estafilococos jóvenes 

son grarn-positivos; sin embargo, al envejecer muchas células se vuelven -­

grarn-negativas. Los estafilococos son inmóviles y no forman esporas, bajo 

la influencia de algunos agentes químicos (por ejemplo, la penicilina) se 
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lisan o cambian a fonnas L, pero no son afectadas por las sales biliares ni 

por las optoquinas*. 

Crecen con facilidad en la mayoría de los medios bacteriológicos 

en condiciones de aerobiosis. Se desarrollan más rápidamente a 37C, pero -

forman mejor su pigmento a la temperatura ambiente (20C). Las colonias en 

medios sólidos son redondas, lisas, elevadas, brillantes y forman un pigme~ 

to amarillo dorado intenso. No se tiñen con colorantes ácido resistentes, 

la gelatina es rápidamente licuada por cepas recientemente aisladas, pero -

esta propiedad se pierde con cultivo continuo (7) 

Son anaerobios facultativos que provocan una fermentación acidif i 

cante de la glucosa con un descenso acusado de pH (4.3 y 4.5): producen ac! 

toina, contrariamente a los micrococos. Estos gérmenes elaboran una coagu­

lasa y diferentes toxinas ..i.., ~ 1 l' / fermentan diversos azúcares, especialm~n 

te el manitol, que sirve para identificarlos mediante cultivos en un medio 

fuertemente salado; fennentan la lactosa, pero no acidifica mas que modera­

damente la leche; no sobreviven a 60C durante 30 minutos y frecuentemente -

tienen actividad proteolítica (16). En el cuadro V se presentan algunas de 

las caracter5'sticas más comunes de los estafilococos. 

Los estafilococos figuran entre los microorganismos más resisten­

tes. La mayoría de las cepas son capaces de resistir la deshidratación por 

largos períodos. 

Los estafilococos pueden producir enfermedades tanto por su capa­

cidad de multiplicarse y diseminarse ampliamente en los tejidos, como por -

la producción de diversas substancias extracelulares, como son: 

Las exotoxinas que son un material filtrable, termolábil, letal -

para los animales de laboratorio por inoculación parenteral. Contiene di-­

versas hemolisinas solubles que pueden ser separadas por electroforesis. 

Existen 3 hernolisinas, siendo alfa, gama y delta que son antigénicamente -

diferentes y no tienen relación alguna con las lisinas de los estreptococos. 

La exotoxina tratada con fonnol da un toxoide atáxico pero antigénico, que 

se ha utilizado para estimular la irununidad antitóxica contra los estafilo-

cocos. 

La leucocidina es un material soluble que mata a los leucocitos -

de diversas especies animales; es antigénica y más termolábil que la exoto­

xina, siendo incierto su papel en la patogenia. Los anticuerpos contra la 

* Un inhibidor de los neumococos (clorhidrato de etilnidrocupreína) . 
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leucocidina pueden desempeñar un papel importante en la resistencia a las -

infecciones estafilococcicas recurrentes. 

CUADRO No.V.- DIFERENCIAS BIOQUIMICAS DE STAPHYLOCOCCUS Y MICROCOCCUS*. 

Staphy.~ Staphy.epidermidis Micrococcus s.p. 

CATALASA + 
REDUCCION DE NITRATOS + 
PRUEBAS DE O/F F 
HEMOLISIS +(v) 
COAGULAS A +& (+) 
LICUEF.DE GELATINA + 
LECHE TORNASOLADA ACR 
MANITOL (+)U 

v = variable 
ACR = Acido-Coagulación-Reducción. 
A Acidifica. 

+ + 
+(v) V 
F o ó -
-(v) 

V 
A V 
-(v) V 

* Carter G.R. (1978). Diagnostic Procedures in Veterinary Microbiology. 

La enterotoxina es una proteína soluble producido por algunas ce­

pas de estafilococos, particularmente cuando se cultivan en medios semisóli 

dos y con altas concentraciones de anhídrido carbónico (30%). Es una prot~ 
4 

ína termostábil* con un P.M. de 3.5 x 10 que resiste la ebullición durante 

30 minutos y a la acción de las enzimas intestinales y que pertenece a uno 

de los 4 tipos antigénicos (A-DJ (20). 

El Staphylococcus forma una toxina, cuando es incubado en leche. 

Bell y Velíz demostraron que un porcentaje elevado de los aislamientos de -

la glándula mamaria producen enterotoxinas; por ello es posible que algunas 

de las intoxicaciones en humanos por alimento se deba al consumo de leche -

de vacas con mastitis por Staphylococcus aureus (47). 

La importancia de las toxinas de Staphylococcus en las infeccione; 

no esta completamente aclarada. Las cepas de focos supurativos ofrecen a -

menudo toxinas de menor potencia que las cepas aisladas de piel o de otros 

órganos donde no hay signos de patogenicidad (20) 

II.3.c. ESTRUCTURA ANTIGENICA DE Staphylococcus aureus. 

La membrana de esta bacteria contiene tanto polisacáridos corno -­

proteínas antigénicas que permiten, hasta cierto punto, un agrupamiento de 

las células. Los ácidos teicoicos (polímeros del glicerol o del fosfato de 

* Terrnoresistente. 
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ribitol) se encuentran unidos al peptidoglucano de la pared celular y son an­

tigénicos. Las proteínas superficiales pueden interferir con la fagocitosis. 

La proteína A, un componente de la pared celular, está intensamente ligado 

a la porción de la fracción constante (fe) de las moléculas IgG. Esto hace 

que la porción de fracción variable (fab) de cualquier molécula de anticuer 

po esté afuera, de manera que esté libre para combinarse con un antígeno es 

pecífico(35). 

La mayoría de las substancias extracelulares producidas por Staph;t­

lococcus aureus son igualmente antigénicas y ya han sido descritas anterior 

mente. 

II.3.d. RESISTENCIA INMUNOLOGICA ESPECIFICA A INFECCIONES DE LA GLAN­
DULA MAMARIA DE BOVINOS POR Staphylococcus ~· 

Hay pcr lo menos dos obstáculos mayores para la exitosa inmuniza­

ción en contra de la mastitis por Staphylococcus, utilizando la vacunación 

sistemática convencional. El primero de éstos tiene que ver con la natura­

leza de Staphylococcus aureus como patógeno. Es un organismo que posee una 

variedad impresionante de mecanismos de virulencia asociados a la célula, -

así como toxinas extracelulares y no está claro aún cuál de éstos debe ser 

incorporado a una vacuna (48). 

El otro obstáculo está relacionado con la escasa transferencia de 

inmunoglobulinas llevadas de la sangre a la leche (29). Durante el período 

de formación de calostro hay un activo mecanismo de selección que está ope• 

rando en la glándula mamaria y da por resultado en el transporte de grandes 

cantidades de IgG
1 

de la sangre a la leche (6) • Esta transferencia selecti 

va de IgG
1

, continúa durante la lactación pero en un gradó muy reducido 

(47), por lo que los niveles de inmunoglobulinas derivadas de la sangre a -

la leche del bovino son sumamente bajos (22). 

También ha sido estudiada la inmunidad local, estas investigacio­

nes demuestran que la infusión preparto de antígeno estimula una producción 

local de IgA en la glándula mamaria y que se encuentran niveles significat_!. 

vos de IgA en la leche durante las subsecuennes lactaciones (29). 

La inmunización local de la glándula mamaria ha tenido serias des 

ventajas. Primeramente, el estado lactacional en el que se lleva a cabo la 

infusión es crítico. Segundo, el procedimiento requiere una rigurosa asep­

sia para evitar una infección inadvertida por otros patógenos. Tercero, r~ 

cientes datos indican que cuando la dosis de una vacuna de Staphylococcus -
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~ estéril es incrementada a un nivel al cual la respuesta irunwie local 

específica es maximizada, hay una reducción concomitante en la producción -

de leche. 

CUADRO No.VI.- PRODUCC!ON DE LECHE (rnls) DE BORREGAS INMUNIZADAS 5 SEMANAS 
Y 3 SEMANAS PREPARTO CON 1olO ORGANISMOS DE Staphylococcus -
aureus MUERTO. 

Glándula Izquierda 

Glándula Derecha 

PRODUCCION 

36 + 6 

84 + 14 

t test. 

p o.os 

En un estudio realizado en borregas, las cuales fueron inoculadas 

en la glándula izquierda, se midió la producción de leche a las 4 semanas -

post-parto. Los valores son las medidas + del valor estandard de 6 hrs de 

producción para 6 borregas (ver cuadro No.VI) (29). 

D. Skean y W. w. Overcast han probado 5 vacunas de Staphylococcus 

~· conteniendo bacterias estandarizadas y toxoides con diferentes 

adyuvantes para determinar la eficacia de la antihernolisina o<. en vacas leche 

ras. La vacuna conteniendo adyuvante completo de Freund, fue claramente la 

más eficaz, no encontrando diferencias siqnificativas entre las vacunas con 

teniendo otros adyuvantes corno alwnbre, adyuvante incompleto de Freund y -

arginato de Sodio (45). 

II.3.e. VACUNAS VIVAS DE Staphylococcus ~· 

La vacunación presenta interés en los casos de rnastitis por Sta-­

phylococcus ~, dado que estos gérmenes son difíciles de eliminar de la 

glándula mamaria mediante tratamientos con antibióticos (29). 

La inmunización sistémica convencional con vacunas de Staphyloco­

ccus ~es poco exitosa. Otro medio para la inmunización sistémica es 

el uso de inyecciones subcutáneas de Staphylococcus ~vivos. Esta in­

munización resulta en un absceso subcutáneo en el sitio de inyección y obv~a 

mente tiene sus peligros inherentes. En dos experimentos en los que se uso 

este tipo de irununización se observó una protección significativa en la gl~n 

dula mamaria de borregas y cabras, cuando estos animales fueron sujetos a -

un subsecuente reto con Staphylococcus ~virulento (48). 

Se ha demostrado que los neutrófilos de la qlándula mamaria de las 



- 16 -

borregas inmunizadas con ~· aureus vivo (por inoculación subcutánea) prese'.2. 

tan una mayor actividad para fagocitar Staphylococcus. Se mostró por lo me 

nos que un mediador en el incremento de la capacidad fagocítica se debía a 

un anticuerpo antistaphylococcus IgG2 citofílico presente en la membrana ce 

lular de los neutrófilos de las borregas infectadas. Aunque aproximadamen-

te el 25% de los neutrófilos de borregas (inmunizadas o no inmunizadas) 

llevan IgG
2 

citofÍlica, fue solo en las borregas infectadas con Staphyloco­

ccus viables que la IgG
2 

citofílica confiere un incremento en la capacidad 

fagocítica a.los neutrófilos (48). 

I".4. INMUNOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA. 

II.4.a. PROTECCION INMUNOLOGICA DE LA GLANDULA MAMARIA. 

Las inmunoglobulinas en las secreciones mamarias son de origen tan 

to humor·al como local (producidas por los plasmocitos de la glándula mama-­

ria). En los rumiantes, la transferencia de inmunoglobulinas maternas al -

neonato se lleva a cabo exclusivamente a través del calostro. 

Las inmunoglobulinas transferidas en mayor cantidad a través de -

la placenc:c: ' vÍ<l del calostro son principalmente de la clase IgG. Las in­

munog lobulir.c<s producidas localmente por los plasmoci tos localizados en e·1 

epitelio secretor ¡ en las secreciones mamarias son principalmente de las -

clases IgA e IgM. 

La transferencia en el bovino de grandes cantidades de IgG e IgG
1 

en particular se lleva a cabo del torrente sanguíneo atravesando la barrera 

mamaria hacia el calostro (y leche) por un mecanismo de transporte específ~ 

co. 

El calostro y la leche bovina contiene pequeñas cantidades de la 

IgA e IgM producidas localmente (22). 

En el calostro las inmunoglobulinas pueden ser transferidas a las 

secreciones lácteas a partir del suero materno o ser sintetizadas localmen-

te por los plasmocitos adyacentes al epitelio secretor. 

II.4.b. CLASES DE WMUNOGWBULINAS Y SU TRANSFERENCIA A LA GLANDULA -
MAMARIA. 

La principal clase de inmunoglobulinas en el bovino es la IgG. 

Las inrnunoqlobulinas IgG bovinas se distribuyen en 2 subclases, difieren li 

geramente en sus cadenas 1'.)esadas y están casi en igual concentración en la 

sanyrc. La prii1c1pal inmunoglobulina del calostro bovino es la IgG 1 • La -
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principal clase de inmunoglobulinas en muchas exosecreciones de mamíferos -

excepto en el calostro o leche de rumiantes es la IgA. La IgM esta presen­

te en pequeñas cantidades en las secreciones lácteas de todas las especies. 

Otras clases de inmunoglubulinas como la IgD e IgE no están presentes o im­

plicadas como importantes en las secreciones mamarias. 

La transferencia de inmunoglobulinas al recién nacido está altamen 

te especializada en los rumiantes. El suero materno del bovino, por ejem-­

plo contiene diferentes proteínas y clases de inmunoglobulinas pero solo la 

clase IgG e IgG1 en particular es transferida selectivamente en cantidades 

abundantes al calostro. Pequeñas cantidades de otras inmunoglobulinas como 

IgA e IgM están presente . . Estas se derivan principalmente de la síntesis -

local en la glándula mamaria (21). 

El calostro bovino contiene normalmente de 50-150 mg/ml de in­

munoglobulinas de las cuales la IgG representa el ~ 85 - 90%, IgM cerca del 

7% e IgA cerca del 5%. La IgG
1 

se estima cerca del 80-90% de las IgG (21). 

En contraste a la alta selectividad del transporte mamario de in­

munoglobulinas en el rumiante, la fase de absorción intestinal en el bece--

rro no especÍf ica para las clases de inmunoglobulinas opera solo 24 horas 

después del nacimiento en condiciones normales. El retardo de la torna de -

calostro en el becerro por 6 horas conduce a una baja absorción y a una sus 

ceptibilidad a las infecciones. 

El calostro y la leche contienen una variedad de constituyentes -

celulares que pueden aumentar la inmunidad pasiva del recién nacido. Además 

de cuerpos celulares totales y parciales que tienen las características de 

las células epiteliales secretoras, leucocitos incluyendo macrófagos, linfo 

citos y plasmocitos. 

El tipo de células más abundantes en el calostro y leche normal -

es más comúnmente el macrófago. El macrófago de las secreciones lácteas -­

mantiene su integridad funcional,corno se demuestra por movimientos amiboides, 

por su capacidad para fagocitar bacterias y hongos, y también por la intera::: 

ción con los linfocitos. 

Los estudios son amplios sobre estas células en la leche bovina, 

relacionados principalmente al papel fagocítico de los macrófagos y polimoE_ 

fonucleares en la defensa contra las infecciones bacterianas de la glándula 

mamaria. Los linfocitos B y T del calostro y de la leche son capaces de -­

producir respuestas inmunes humorales y celulares, respectivamente. Estos 

linfocitos representan una población selectiva de células inmunocompetentes 
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únicas, no demostrables en la circulación periférica. Los linfocitos B en 

la glándula mamaria son capaces de diferenciarse en plasmocitos que sintet~ 

zan anticuerpos localmente dentro de la glándula, y en sus secreciones pue­

den continuar este proceso como celulas funcionales si se absorben del cales 

tro por el recién nacido. Los anticuerpos sintetizados por los plasmocitos 

en la glándula mamaria son de las clase~ IgA e IgM; sin embargo, celulas e~ 

pecíficas de IgG pueden estar presentes. Los plasmocitos predominan en la 

glándula mamaria, con solo células leucociticas ocasionales en secreciones 

de tejido mamario durante la lactación. La infusión de antígeno en la glá::_ 

dula mam~ria lactante del rumiante ha sido una amplia área de investigación 

pero ·con éxito relativo o variable. La infusión de antígeno frecuentemente 

falla para provocar una respuesta de anticuerpos locales mientras que la i'.2_ 

fusión sn la glándula. mamaria puede provocar una respuesta local de IgA, que 

puede persistir en la siguiente lactación. Se ha mencionado que esta res-­

puesta puede aumentarse por estimulaciones simultáneas en el intestino. La 

razón para la insensibilidad relativa de la glándula mamaria de bovinos a -

este sisterr.a no se conoce, pero un factor es la carencia de plasmocitos. 

Se ha esF'2culado que la selección de animales para producir grandes cantid~ 

des de leche por muchos años puede producir alteraciones en la histología -

de la glándula que puede interferir con el establecimiento de las células -

productoras de IgA (21). 

La identificación de irununoglobulinas específicas de origen san-­

guíneo en las secreciones lácteas ha sido de gran especulación sobre los me 

canismos por los cuales ocurre la transferencia. 

El transporte de constituyentes sanguíneos puede ocurrir a través 

de la barrera mamaria en la glándula no lactante y en situaciones anormales 

como stress o infecciones en mastitis severas. En mastitis severas, la ru.!2_ 

tura de la barrera mamaria puede ocurrir permitiendo la entrada de constit~ 

yentes sanguíneos a las secreciones lácteas. Lo contrario puede suceder en 

involuciones inducidas con elevada presión intramamaria originada por la le 

che acumulada, forzando que los constituyentes de la leche regresen al to-­

rrente sanguíneo. Se ha sugerido que la transferencia de las inmunoglobul~ 

nas IgG del calostro de los rumiantes ocurre a través de un sistema de trans 

porte altamente específico dentro de las células secretoras (21). 

Las células mamarias bovinas contienen sitios receptores superfi­

ciales para las inmunoglobulinas de la IgG que corresponden, en número y afi 

nidad de enlace, a la cantidad de IgG
1 

e IgG 2 en el calostro y la leche. 
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La presencia de tales receptores superficiales con extremada afinidad de e~ 

lace sugiere una fuerte evidencia para un mecanismo de transporte intracelu 

lar. 

La importancia de componentes no específicos también ha sido est_:: 

diada. Actualmente se están haciendo esfuerzos para incrementar las conce~ 

traciones de lactoferrinas en las secreciones mamarias durante las primeras 

etapas de la involución, cuando las nuevas infecciones ocurren más comúnmen 

te. Este tipo de investigaciones da esperanzas en el control de la mastitis 

en el futuro ya que se requeriría un mínimo uso de antibiótico (drogas) . 

Se ha estimado que medio Kilogramo de IgG 1 es transferido del to7 

rrente sanguíneo a la glándula cada semana durante la formación activa del 

calostro, resultando en una baja substancial en la concentración de IgG 1 de 

la sangre (21). 

En el cuadro No.VII se muestran los niveles normales de inmunogl~ 

bulinas en suero, calostro y leche de bovinos. 

CUADRO No.VII.- INMUNCXiLOBULINAS EN BOVINOS* 

IgG 1 IgG2 IgM IgA 
mg/100 ml mg/ml 

suero 1 100 790 260 50 
Calostro 4 760 290 420 390 
Leche 59 2 5 14 

* Butler. ,,._ E. (1973). J. Amer. Vet. Med. Ass. 163:796 

II.4.c. ORIGEN DE LAS CELULAS LINFOIDES DE LA GLANDULA MAMARIA. 

El origen de las células en la glándula mamaria y otros sitios mu 

cosos responsables para la producción de anticuerpos locales, ha sido t oma­

da en consideración por casi 20 años. Diferentes estudios han demostrado -

que las placas de Peyer en el conejo son una fuente enriquecida de produc-­

c ión potencial de células productoras de IgA (48). 

Recientemente estudios experimentales con ratas sensibilizadas han 

mostrado tambi€n que los antígenos al penetrar a las placas de Peyer 

mulan la aparición en las células que contienen anticuerpos de la clase 

IgA en los linfáticos del dueto toráxico (47). 

9Sti 

Hay evidencia convicente de una conexión entre el tejido linfoide 

del tracto gastrointestinal y el sistema secretor I gA de la glándula mamaria 

en algunas especies monogástricas. Por esto, la inmunizac ión local o infec 

ción natural del intestino se ha reportado estar asociada con la elaboración 
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de anticuerpos de la clase IgA, que pasan hacia secreción mamaria con apar~ 

ción de células formadoras de anticuerpos. Mas aún ha sido reportado que -

las células linfoides colectadas de las placas de Peyer sintetizan IgA al -

colonizar a la glándula mamaria de ratones durante el embarazo y la lacta-­

ción (35). 

II.5. ADYUVANTES. 

II.5.a. GENERALIDADES SOBRE ADYUVANTES. 

Por razones prácticas y económicas la inmunización profiláctica -

tendrá que implicar un número mínimo de inyecciones con poca cantidad de an 

tígeno. Ya se ha visto las innumerables ventajas de los organismos de rep.!_i 

cación atenuada en este respecto, pero los organismos muertos frecuentemen­

te requieren un ADYUVANTE, que por definición es una substancia incorporada 

al antígeno o inyectada simultáneamente, la cual potencía la respuesta inrn~ 

ne. Existen varios factores que explican el modo de acción de los adyuvan­

tes: 

1. El efecto de depósito.- El antígeno normalmente difunde muy rápidamen­

te desde los tejidos locales que rodean el sitio de inyección y una i~ 

portante función de algunos adyuvantes es contrarrestar esto, provoca::_ 

do un reservorio de antígeno de larga vida, ya sea extracelular o den­

tro de los macrófagos. Los adyuvantes más corrientes de este tipo 

utilizados en el hambre son los compuestos de aluminio (Fosfato e hidró 

xido) y el adyuvante incompleto de Fre.und (en el cual el antígeno se in 

corpora a la fase acuosa de una emulsión de agua en aceite de parafina). 

A costa de la larga persistencia del aceite en los tejidos y a la pro­

ducción ocasional de abscesos estériles, se ha intentado reemplazar el 

adyuvante incompleto de Freund por una fórmula nueva biodegradable, el 

llamado adyuvante 65, que contiene aceite de cacahuate muy purificado 

y un emulsificador y estabilizador adicional (43) . 

2. La activación de los macrófagos.- Tras la inyección con estos adyuvan­

tes, los macrófagos forman granulomas que constituyen lugares de inte­

ración del antígeno con las células formadoras de anticuerpos. Virtual 

mente, todos los adyuvantes estimulan los macrófagos, la mayoría por -

una acción directa, pero el adyuvante de Freund parece actuar sobre -­

los macrófa~os por mediación de las células T. Se cree que los macró­

fagos activados actúan mejorando la inmunogenecidad por un incremento 

de la cantidad de antígeno de superficie y de la eficiencia de su pre-
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sentación a los linfocitos. También mandando señales accesorias a lin 

focitos, provocando una respuesta en vez de una tolerancia. El macró­

fago también segrega factores solubles estimulantes que a.~plif ican la 

proliferación de linfocitos. 

Se ha centrado interés en el uso de pequeñas vesículas lípidas o membE_a 

nas (liposomas) como agente de presentación del antígeno al sistema in 

mune. Puede ocurrir que los liposomas actúan como unas vacuolas de al 

macenamiento dentro de los macrófagos o quizás funcionen con la membra 

na del macrófago originando un complejo inmunogénico adecuado. Se pu~ 

de predecir la posibilidad de seleccionar el tipo de linfocito que se 

active, incorporando agente selectivo en la membrana del liposoma, por 

ejemplo adyuvante de micobacteria, polianiones a levamisol para estiro~ 

lar a las células T, componentes de asearías o de Bordetella pertussis 

para incrementar la producción de Inmunoglobulinas (25) • 

II.5.b. ANTECEDENTES SOBRE Dietilaminoetil-Dextran (DEAE-D) 

Dietilaminoetil-Dextran es un derivado policationico del Dextran 

que contiene grupos Dietilaminoetilo unidos a los residuos de glucosa por -

enlaces éter. El peso molecular del DEAE-D es de aproximadamente 2x10
6 

(36) 

DEAE-D muestra un efecto de adyuvante significativo en la respue~ 

ta primaria inmune en los monos rhesus a la vacuna del virus de encefalomie 

litis equina (IVEE) inactivado con formol. Los anticuerpos formados contra 

IVEE con adyuvante sigue un patrón clásico de IgM e IgG; sin embargo, comp~ 

rado con la vacuna sola, el uso de este adyuvante con IVEE reduce el tiempo 

requerido para comenzar la síntesis de IgG (19). La primera etapa de la i~ 

teracción de anticuerpos después de estímulo antigénico para involucrar la 

generación de células T ayudadoras en la síntesis de IgG. Se ha visto que 

las vacunas vivas atenuadas con formol reducen su capacidad antigénica y es 

por eso que se han realizado estudios con el DEAE-D que aumenta significat.!_ 

vamente la respuesta inmune humoral (50). La primera etapa para la sínte-­

sis de anticuerpos es la interación del antígeno con los receptores de las 

células. 

II.5.c ANTECEDENTES DE Bordetella pertussis. 

Estas bacterias son bacilos cortos, ovoides, gram negativos, pa­

recidos a Haemophylus influenzae, aunque menos pleomórficos: mediante tincio 

nes con azúl de toluidina puede demostrarse qránulos metacromáticos bipola-



- 22 -

res y presentan cápsula. 

Este microorganismo no es muy activo metabÓlicamente y forma áci­

do pero no gas a partir de glucosa y de lactosa. No requiere de los facto­

res X y V en las resiembras. 

Las células de Bordetella pertussis poseen muchos antígenos. Los 

más externos son un aglutinógeno y una hemoglutinina. La pared celular con 

tiene una toxina termo-estable, el antígeno protector y un factor sensibil!_ 

zante a la histamina (los dos pueden ser idénticos). Después de la ruptura 

de la célula, el protoplasma contiene una endotoxina termolábil, que es de~ 

truida a 56C durante 30 minutos. Las variantes de la.fase I contienen mayor 

cantidad de antígeno de otro tipo que otras fases virulentas. Bordetella -

pertussis contiene peptidos que promueven linfocitosis intensa en el hués-­

ped. Esto se observa en las infecciones en el humano y en la administración 

a animales de experimentación (20). 

Se ha estudiado el efecto de adyuvante de Bordetella pertussis s~ 

bre la inmunidad celular mediada a eritrocitos de carnero -en ratones, eval~ 

das con pruebas sensibles. Se ha establecido que Bordetella pertussis por 

si mismo, libera en el medio en suspensión componentes celulares (sobrena-­

dante de Bordetella pertussis) que contribuyen significativamente a la ad~ 

vanticidad (3). 

La vacuna de Bordetella pertussis o componentes derivados de la -

fase I del organismo, cuando se inyecta a animales de experimentación, indu 

ce una variedad de alteraciones funcionales profundas y cambios morfolÓgicos 

en las células y tejidos comprendidos dentro de los complejos linfomieloides 

(28). 

II.S.b. ANTECEDENTES DEL ADYUVANTE ACEITE DE CACAHUATE-LECITINA DE SO 
YA-GLICEROL. 

Los adyuvantes incompletos (H
2
o-aceite mineral) y completos CH 2o­

acei te mineral-Mycobacterium tuberculosis) de Freund, son eficientes adyuv~ 

tes. Pero tienen la desventaja de formar granulomas y abscesos en el sitio 

de inoculación. 

Reynolds y Harrington (1980) demostraron la actividad adyuvante -

de una emulsión aceite de cacahuate, glicerol y lecitina de soya con vacuna, 

encontrando títulos de anticuerpos significativamente elevados. 

La formulación anterior tiene ventajas sobre los adyuvantes de 

agua-aceite, ya que sus componentes son, fácilmente metabolizables en el re 
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ceptor y son relativamente no reactog,nicos. 

El mecanismo de acción para este tipo de adyuvante no se compren­

de aún. Se cree sea el mismo estipulado para los adyuvantes de aceites mi­

nerales o vegetales, en el que hay una lenta y sostenida liberación del an­

tígeno, ocasionando una respuesta inflamatoria localizada en el sitio de de 

pÓsito, que trae consigo células inmunocompetentes necesarias para inducir 

y ampliar la respuesta inmune. 

Por otra parte, existe la teoría de que al formarse pequeñas mice 

las, éstas semejan lipoproteínas que son fácilmente integradas hacia los te 

jidos linfáticos y fagocitadas por las células mononucleares facilitando la 

presentación y captación del antígeno a las células linfoides (49). 

Sin embargo, se cree que el factor más importante en el que resi­

de la adyuvanticidad de esta formulación, está en los fosfolípidos de la -

lecitina de soya, pues se ha demostrado una estrecha correlación entre los 

fosfolípidos específicos en modelos de membranas y su subsecuente inmunoge­

nicidad (37). 

II.6. PROCEDIMIENTOS PARA LA EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE. 

Existen pruebas para la detección y cuantificación de las inmuno­

globulinas. En general, tales pruebas se basan en el hecho de que después 

de combinarse con el antígeno, los anticuerpos pueden aglutinar a eritroci­

tos o partículas revestidas con antígeno, que hacen posible reacciones bio­

lógicamente mesurables o forman precipitados que pueden visualizarse en so­

lución o en gel. 

Hay una amplia variación en la sensibilidad de estas pruebas dep!:_n 

diendo de las propiedades particulares de los anticuerpos que se detecten y 

utilizen. Algunos de estos métodos se muestran en el cuadro No.VIII. 

Muchos laboratorios de diagnóstico veterinario ofrecen·pruebas se 

rológicas para ayudar en el diagnóstico de enfermedades microbianas. 

Las propiedades de las clases de inmunoglobulinas ayudan a expli­

car la aplicación y utilidad de las pruebas serológicas en el diagnóstico. 

Por ejemplo, una temprana caida de IgM explica la correspondiente caida en 

el nivel de agutininas (ver cuadro No.IX). 



- 24 -

CUADRO No.VIII.- SENSIBILIDAD RELATIVA DE LAS PRUEBAS PARA MEDIR ANTICUER-­
POS. 

PRUEBAS 

Precipitación 
Inmune-electroforesis. 
Doble difusión en Agar-Gel. 
Fijación de Complemento. 
Inmunodifusion Radial. 
Aglutinación Bacteriana. 
Hernólisis. 
Hernaglutinación Pasiva. 
Neutralización Anti-toxina. 
Radioinrnuno ensayo ELISA 
Neutralización de Virus. 

NIVELES APROXIMADOS A LOS QUE 
EL ANTICUERPO ES DETECTADO. 

20 
20 

1 

- - - - - - - - - - - - 0.5 
0.05 
0.01 
0.01 
0.01 
0.01 
0.0005 
0.00005 

Hyd•~ '1. '1. and Patnode R. A. (1978) Irnrnunology. 

CUADRO No.IX.- .!\LGUNAS CARACTERISTICAS DE IMPORTANTES CLASES DE INMUNOGLOBU 
LINAS. 

Caracter is~:.ica':::: IgG IgM IgA 
----· -~-~----
Apariencia Tardia Mas ·rernprana 

Temprana 
Vida Media en días 
(humanos). 18-23 5 5 - 7 

Aglutininas + +++ + 

Fija al Complemento + +++ 

Precipitinas +++ + + 

Antitoxinas ++ + + 

Neutralización (virus) + +++ 

Protección de superficie +++ 

Hay considerables variaciones entre especies animales. 

Carter GR. (1971) Veterinary Medicine/Small Animal Clinician. 

II.6.a. ELECTROFORESIS. 

La electroforesis fue utilizada pcr primera vez por Tiselius, en 

1940, en la Universidad de Uppsala. Aunque esta técnica se utiliza común-­

mente corno un método analítico de alta resolución, puede ser también utili­

zada en los últimos pasos de una etapa preparativa. 

En la electroforesis convencional la corrienLe eléctrica es condu 

cida por medio del amortiguador a través de un medio de soporte tal corno la 
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poliacrilamida. La separación tiene lugar a un pH y fuerza iónica constan­

te. Los iones de la muestra se desplazan dependiendo de su carga neta hac:ia 

el ánodo o cátodo. 

La electroforesis es simplemente el movimiento de partículas car-

gadas en un campo eléétrico: Tres factores son necesarios. 

1. Un campo eléctrico. 

2. Partículas cargadas. 

3. Un medio en el cual ocurra el movimiento. 

El primer paso es inducir a nuestra muestra a que tenga una carga 

eléctrica. Las proteínas son anfotéricas y pueden tener carga positiva o -

negativa, dependiendo del pH de la solución en que se encuentra. Se consi~ 

dera a una proteína como una cadena larga de aminoácidos, la carga neta de 

la proteína es más fácilmente descrita: 
+ NH 3 - R - COO 

La ecuación representa un aminoácido neutro o el pH en el cual -­

las cargas negativas o positivas son iguales, a esto se le conoce como pun­

to isoeléctrico (PI). 

Si en estas condiciones es sometido a distintos pH (ácido y alca­

linos) tendremos el si~uiente resultado: _ 
+ H + - OH NH - R - COO 

NH 3 - R - COOH -- NH 3 - R - COO -- 2 

Positivo. Negativo. 

Un exceso de iones positivos (H+) neutralizán las cargas negati-­

vas quedando una carga positiva. Igualmente un exceso de iones negativos -

(OH-) daran una carga neta negativa. 

Sobre el acetato de celulosa la carga neta de las proteínas es el 

factor responsable para la separación, el peso molecular y la forma son de 

menos importancía. 

Las proteínas separadas en la electroforesis de zona casi son ex­

clusivamente en base a su carga eléctrica superficial. El medio de sostén 

es, en teoría, inerte y no impide ni estimula el flujo de las moléculas en 

el campo eléctrico. Por lo general, se emplean tiras de papel o acetato -

de celulosa como medio de sostén. Una mayor ventaja del acetato de celulo­

sa es la rapidez con que se logra la migración electroforética. De manera 

adicional el acetato de célulosa es Óptica.~ente transparente. Por estas ra 

zones, el acetato de celulosa es casi universalmente empleado como el medio 

de sostén para la electroforesis de zona. 

En la técnica en si, muestras de suero o de otro líquido biológi-
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co son colocados en el origen y separadas por electroforesis durante aproxl 

madamente 90 minutos, empleando soluciones amortiguadoras alcalinas. Enton 

ces se tiñen las tiras para la búsqueda de proteínas y se separan en un den 

sitómetro, la tira teñida se pasa a través de un ha~ de luz. La absorción 

varía debido a las diferentes concentraciones prote!cas que son descubiertas 

.90r una celdilla fotoeléctrica y reproducida por un registrador análogo co­

no un trazo. La separación convierte la configuración de la banda protefca 

en picos y permite la determinación cuantitativa de las principales fraccio 

nes proteicas (8,14,25). 

II.6.b. FIJACION DE COMPLEMENTO. 

El sistema del complemento es uno de los sistemas disparadoras de 

la sangre; su acción comienza por la combinación de anticuerpos-~ntígeno. -

Es altamente complejo y compuesto por lo menos de 16 protéínas. La reacción 

principal del sistema del complemento puede considerarse como la unión de -

c
3 

a c3a, un fragmento anafilotóxico de un P.M. de 6 800 y c3b es el fragm~ 

to más largo que tiene un sitio de enlace por el que llega a unirse al lugar 

de la reac c ión. c 3 es el mayor componente del sistema y todas las reaccio­

nes del sistema. pueden estar relacionadas con su activación y la subsecuen­

te participación en la lesión lítica y otros fenómenos biológicos (Adheren~ 

cia y fagocitosis) • 

El camino clásico de la fijación de complemento está mediado por 

complejos antígeno - anticuerpo que se enlaza a c 1 vía su componente c 1 ~. 
La reacción de activación de c1 requiere de iones de calcio en la que c 1r -

es convertido a una enzima activa por un mecanismo desconocido. c 1s se rom 

pe para producir la enzima activa c1 . Esto tiene dos substratos: c4 y c2 • 

c
4 

una molécula de 3 cadenas largas que se unen a c 1 en presencia de iones 

de Mg;+ El c
2 

esta sujeto también al ataque por c15 que conduce a formación 

de complejos de enzimas C4 2 . Esto es la "CJ convertasa" del camino clásico. 

El complejo C42 se fija al lugar de acción del complemento por una 

unión sobre C4b, similar al de c
3
b. La enzima tiene una vida media corta -

de apróximadamente de 5 minutos a 37C (49) . 

El mecanismo de ataque del complemento es iniciado con el desdo-­

blamiento de C5 por C423, C3b, B o por ciertas enzimas como la plasmina. 

La reacción de activación da por resultado la generación de un pequeño pép­

tido biológicamente activo, el C5a (PM 17.000) y un fragmento mayor, el CSb 

(p;.¡ 163.Jnoi. uno de estos capacita a C5b pard que se fij e a las células -
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de las membranas biológicas por un breve período después de la activación, 

mientras que otros sitios sirven como aceptores para los 2 factores reacci~ 

nantes siguientes, C6 y C7. El firme complejo trimolecular C567 proporcio­

na un sitio de enlace para una sola mollcula de ca. El complejo tetramole­

cular C567.8 proporciona sitios de enlace para C9. Todo el complejo ensam­

blado que contiene una molécula de es, C6, C7, S (una proteína no identifi­

cada de función desconocida) y 8 más hasta 6 moléculas de C9, tiene un peso 

molecular acumulativo de aproximadamente un millón. El complejo es capaz -

de causar daño estructural a las membranas, produciendo citotoxidad y lisis 

cuando se fija a la superficie de las células (49). 

En la reacción de la prueba de laboratorio se determina si están 

presentes en el suero del organismo (conejo) , anticuerpos frente a Strepto­

~ agálactiae y Staphylococcus aureus. Primero como en todas las reac­

ciones de Fijación de Complemento, el suero es inactivado (30 minutos a 56C), 

ya que es necesario eliminar el complemento del suero mismo debido a que el 

resultado de la prueba depende de la cantidad del Complemento libre. Si los 

anticuerpos están presentes en el suero problema, reaccionarán con el antí­

geno, consumiendo el complemento que se adicionó. Por otra parte, el siste 

ma hemolítico depende de la presencia del complemento y por lo tanto no ha­

bra hemólisis. 

Pero si no hay anticuerpos frente al antígeno en el suero proble­

ma, el complemento estará disponible para la reacción entre la hemólisina y 

los eritrocitos de borrego y en este caso resulta hemólisis. 
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III. MATERIAL Y METODOS. 

III.1. PROCEDIMIENTOS GENERALES. 

III.1.a. ANIMALES DE EXPERIMENTACION. 

Los animales fueron Lupus cuniculus raza Nueva Zelandia. En el -

primer experimento se utilizaron 8 conejos y en el segundo 48 animales.hem­

bras en ambas partes. El peso promedio fue de 2.700 gr y la edad de 3 meses. 

III.1.b. BACTERIAS ESTUDIADAS. 

Se usó una cepa de Streptococcus agalactiae y una de Staphyloco-­

-~ ~cuyos aislamientos fueron de casos de mastitis en diferentes r~n 

chos. A partir de las bacterias aisladas se mantuvieron en medio de Infu-­

sión-cerebro-Corazón con 1% de glucosa a -70C (27). Se resembr6 en medio -

sOlido de Agar-Sangre. Posteriormente se les realizó las pruebas bioquími­

cas basadas en Cowan (11) y Mac. Faddin (24). 

III.1.c. PREPARACION DEL ANTIGENO. 

Steptococcus agalactiae fue cultivado en Infusión-Cerebro-Corazón 

por 24 hrs a 37C. Se lavó 3 veces con solución amortiguadora Salina Fosfa­

tada (PBS O.OlM. pH 7.0) a 3700 rpm por 15 minutos. Finalmente se suspendió 

en una solución de formaldehído al 2% en PBS y se mantuvo a 65C, por 30 mi­

nutos en baño maría con el objeto de inactivar a las bacterias. El formal­

dehído se eliminó por medio de 3 lavados con PBS, haciendo la suspensión f!. 

nal de los microorganismos en este mismo. La preparación del antígeno de -

Staphylococcus aureus se realizó de la misma manera. (8,23,27,39,48,53). 

III.1.d. ESTANDARIZACI0N DEL ANTIGENO. 

Para la estandarización de las dosis bacterianas se utilizó el mé 

todo de Nefelómetro de Mac Farland (26) • Como patrón se prepararon diferen 

tes concentraciones de Ba so4 para ser comparadas con la suspensión de bac­

terias inactivadas. En el cuadro No.X se presentan los tubos usados así c~ 

mo su equivalencia en número de bacterias por ml. La longitud de onda sel~ 

cionada fue 546 nm. El espectofotometro se ajusta a O. 000 de Absorbancia -­

con PBS. 

La suspensión de 900 x 106 bact/ml se almacenó a una temperatura 

de 4C hasta su utilización. Las suspensiones bacterianas con concentracio-
6 6 

ne s de 1500 x 1 O 'l 3000 x 10 bact/r:tl, se liofilizaron con un soporte de s e; 
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carosa peptona a una concentración de 2:1. La esterilidad de todas las sus 

penciones fue verificada por medio de su cultivo (8,12,22,27). 

CUADRO No.X.- RELACION ENTRE CONCENTRACION DE Baso
4 

Y NUMERO DE BACTERIAS -
POR ml (METODO DE Mac. Farland). 

Tubo N.!1. 1% BaCl (ml) 1% H2so4 
N.11. bact/ml 

* 

0.1 9.9 300 X 106 
2 0.2 9.8 600 X 10

6 

3 0.3 9.7 900 X 10
6fll 

4 0.4 9.6 1200 X 106 
5 0.5 9.5 1500 X 10

6fll 
6 0.6 9.4 1800 X 106 
7 0.7 9.3 2100 X 106 
8 0.8 9.2 2400 X 106 
9 0.9 9.1 2700 X 10

6 

10 1.0 9.0 3000 X 10
6fll 

La longitud de onda seleccionada fue de 546 nrn. 
Concentración de bacterias empleadas. 
Concentraciones diluidas 1:2. 

III.1.e. COLECCION DE SUEROS. 

Absorbancia (O.O)* 

0.289 
0.666 
0.985 
1 .255 
1 .510 
1.843 
1.900 
1 .372x2 / 
1.598x2 ¡ 
1.730x2 ./ 

El suero fue el material biológico sujeto a análisis. Los conejos 

fueron sangrados antes de la inoculación y cada 15 días después de iniciado 

el programa. El suero fue separado en alícuotas y almacenado a -70C hasta 

el momento de su análisis. El sangrado fue a través de la vena marginal de 

la oreja y succión por vació. 

III.1.f. ELECTROFORESIS. 

La separación electroforética del suero se llevó a cabo de la si­

guiente manera: Primero el acetato de celulosa se saturó con una solución -

reguladora de barbitales a un pH 8.8 durante 15 minutos. Posteriormente la 

membrana se colocó en una fuente de poder a 180 volts durante 16 minutos. 

El colorante fue rojo de Ponceau. La lectura de la membrana clarificada se 

realizó en un densitómetro Quick Sean. La valoración de las fracciones pr~ 

ccícas del suero se hizo mediante integración de las superficies limitadas 

por los máximos del trazo densitométrico. 

La valoración de las proteínas séricas se realizó por el método -

de Biuret. Esta técnica proporciona concentración de proteínas en unidades 

que pueden compararse (8,14,49). 
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III. 1.e. PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO. 

La determinación de anticuerpos contra Streptococcus agalactiae y 

Staphylococcus ~ se llevó a cabo por la prueba de Fijación de Complem~ 

to Estandarizada, siendo las condiciones siguientes: 

1. Antígeno. se determinó el título de las suspensiones de Streptococcus 

agalactiae y Staphylococcus aureus a las dosis de 900 x 106 , 1500 x 106 

y 3000 x 106 bact/ml. 

2. Suero Control Positivo. Consistió en la mezcla de los sueros de todos 

los conejos, 30 días después de la inmunización. Se almacenó a -70C. 

3. Suero Control Negativo. Consistió en una mezcla de sueros de los cone 

jos antes de la inoculación. 

4. Complemento. La fuente de complemento fue de suero fresco de cuye que 

se colocó en alícuotas de 0.5 rol y se almacenó a -70C. Este suero fue 

titulado siguiendo los métodos establecidos (1). 

5. Eritrocitos de Borrego. Se lavaron con PBS 3 veces, por centrifugación. 

La suspensión final de eritrocitos se estandarizó a 2% espectrofotóme­

tricamente. La suspensión se conservó en refrigeración hasta antes de 

su empleo. 

6. Hemolisina* (Amboceptor). Los anticuerpos anti-eritrocito de borrego 

se obtuvieron comercialmente. Antes de usarse, el antisuero se diluyó 

1:100 y posteriormente se título (1,49). 

7. Para la realización de esta prueba se llevó un sistema de controles -­

que comprenden cada uno de los elementos reaccionantes. Para cada sue 

ro problema se hizo una dilución 1:5 inactivándolo en baño maria a 56C 

por 30 minutos. La técnica se realizó en microplaca, haciendo dilucio 

nes dobles hasta 1:1280. 

El pozo NªlO se estableció co~o control de anticomplementaridad-· del -
r . 

suero problema. El protocolo de la prueba se ~uestra en el Cuadro No. 

XI. 

8. Interpretación de Resultados. El ?QZO Nª10 del suero probado que no -

recibió antígeno (Ag) debe presentar hernólisis completa. Cuando no -­

fue así se reportó ese suero como anticomplementario. Los pozos que -

contienen la dilución del suero más antígeno pueden mostrar diferentes 

reacciones que irán desde completa hemÓlisis (reacción negativa} a CO!l!_ 

pleta fijación, mostrada por la sedimentación de los glóbulos rojos. 

* Difco Laboratories Detroit, :tichigan. 
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CUADRO No.XI.- EJEMPLIFICACION DE LA PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO ES-­
TANDARIZADA. 

1 :5 1: 10 1 :20 1:40 1 :80 1 :160 1 :320 1 :640 1: 1280 1 :5 (;0NTR.OLES' 

1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 11 12 

1 

REACTIVOS POZOS 1-9 POZO N~10 INCUBACION 2 

Suero Problema 0.02S ml 0.02S ml 30 minutos 3 
Antígeno 1/2 0.02S ml --- baño ma 
Complemento 4 UH SO% 0.02S ml 0.02S ml ría 37c 4 6 
Sol."'"ort.de.Barbit --- 0.02S ml 

Mezcla de 4S minutos s 
Hemolisina 1/3000 baño ma 
con eritrocitos al o.oso ml 0.050 ml ría 37C 
2% 

!POZOS CONTROLES* SUERO(+) SUERO(-) Ag C' Sist.Hemoli. Barbital 

1 --- --- o.02s ml 0.02S ml O.OSO ml O.ü2S ml 
2 --- --- --- 0.02S ml o.oso ml o.oso ml 
3 --- --- --- --- o.oso ml 0.07S ml 
4 o.02s ml --- 0.02S ml o.02s ml o.oso ml ---
s --- 0.02S ml 0.02S ml 0.02S ml o.oso ml ---
6 0.02S ml --- --- 0.02S ml O.OSO ml 0.02S ml 
7 --- 0.02Sml --- 0.02S ml O.OSO ml 0.02S ml 

*Control del Antígeno si es Anticomplementario (Pozo 1). Control del Com-­
plemento (Pozo 2). Control del Sistema Hemolítico (Pozo 3). Control del 
suero Positivo (Pozo 4). Control del Suero Negativo (Pozo 5). Control del 
Suero Positivo si es Anticomplernentario (Pozo 6). 

Interpretación de Resultados. 

4 + No hemólisis = Positivo. 

3 + 2S% hemólisis Positivo. 

2 + SO% hemólisis Sos::-iechoso. 

1 + 7S% hemólisis Sospechoso. 

Trazas = Pocas células = Negativo. 

Hemólisis = Completa = Negativo. 
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~TERIAL Y METODO EXPERIMENTO Nª I (Estudios Preliminares So­
bre la Respuesta Humoral al Desafío de Steptococcus agalacti­
ae). 

III.2.a. PREPARACION DEL INOCULO Y ESQUEMA DE INMUNIZACION. 

El inóculo con adyuvante fue preparado mezclando 1.5 ml de adyuv~ 

te completo o incompleto de Freund con 0.5 ml de antígeno (PROGRAMA Nª III 

y IV) y fue administrado otro tratamiento con el antígeno solo (PROGRAMA Nª 

I y II). En el Cuadro No.XII se presenta el esquema de inmunización y las 

dosis inoculadas. La evaluación de la respuesta humoral fue por medio de -

electroforesis (solo en los tres primeros sangrados) y Fijación de Comple-­

mento. 

CUADRO No.XII.- PROGRAMA DE INOCULACION A CONEJOS CON Streptococcus agalac­
tiae FECHAS, DOSIS Y VIAS (EXPERIMENTO I). 

PROGRAI1A 

Nª I 

N~ II 

Nª III 

DIA 

1 
2 
3 
4 

7 
14 
21 

1 
15 
30 
45 

1 
15 
30 
45 

NOTA: Concentración del antígeno 
# Adyuvante Completo. 
* Adyuvante Incompleto. 

DOSIS VIA 

0.5 ml 
1.0 ml 
2.0 ml 

INTRAVENOSA 

3.0 ml 

1.0 ml 
1.0 ml 
1.0 ml 

INTRAVENOSA 

1.0 ml 

0.5 ml# 
1.0 ml* 
2.0 ml 

INTRAMUSCULAR 

4.0 ml 

4.0 ml# 
?..O ml* 
1.0 ml 

INTRAMUSCULAR 

0.5 ml 

9x108 bact/ml. 

III.3. MATERIAL y 1-IBTODOS EXPERIMENTO N~II (Efecto de Diferentes Ad;ti 
vantes y Número de Bacterias sobre la Respuesta Inmunológica 
en conejos al Desafío con Bacterias Causantes de Mastitis) • 

Preparación de los Inóculos.- Se estudiaron tres tipos de adyuva~ 

tes en este experimento. Estos fueron Dietilaminoetil -Dextran (DEAE-D) , -

una mezcla de Lecitina de Soya-Aceite de Cacahuate con Glicerina Pura (G-C­

L) y Bordetella pertussis (B.p.). 
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III.3.a. PREPARACION DEL INOCULO :CON DEAE-D. 

Este inóculo fue preparado primeramente suspendiendo el policatión 

en una solución amortiguadora salina fosfatada a pH 7.3 en una concentración 

de 20 rng/rnl (peso/vol) • El inóculo final fue preparado mezclando 1 rnl de -

antígeno (combinado en el momento de la inmunización) con una cantidad apr~ 

piada de la solución de DEAE-D de modo que se administrarán 5 rng de DEAE-D 

por kg de peso vivo. El volumen final se completó a 2 rnl con solución sali 

na estéril. La inoculación fue por vía intramuscular. 

III.3.b. PREPARACION DE LA MEZCLA DE LECITINA DE SOYA-ACEITE DE CACAHUA 
TE Y GLICERINA PURA. 

La glicerina fue pasada por un filtro de 0.2prn. Una parte de le 

citina de soya fue disuelta en 10 partes de glicerina con calentamiento y -

agitación magnética. Posteriormente 10 partes de aceite de cacahuate fue-­

ron agregadas lentamente. Tanto la lecitina de Soya corno el aceite de caca 

huate se esterilizaron por autoclave a 121C por 15 minutos. El inóculo fi­

nal fue preparado en todas inoculaciones agregando 0.4 rnl de adyuvante más 

1 rnl de antígeno y 0.6 rnl de solución salina estéril. La vía de inoculaciál 

fue intramuscular. 

III.3.c. PREPARACION DE INOCULO CON Bordetella pertussis. 

Se emplearon ampolletas vacunales que contenian el toxoide difté­

rico, tetánico así corno Bordetella pertussis fase I a una dosis de 10x10
6 

-

org/rnl en cada ampolleta. 

La dosis vacunal por animal fue mezclado 3 ampolletas en un tubo 

de centrífuga conteniendo 1.5 rnl de P.B.S. pH 7.3. Esta suspensión fue ce~ 

trifugada a 5000 rprn/15 minutos a una temperatura a 4C. La operación se r~ 

pitió dos veces más eliminando así los toxoides. Finalmente el paquete de 

bacterias se suspendió en 1 rnl de solución salina fisiológica en condiciones 

estériles. 

Este adyuvante no fue mezclado con el antígeno. Se inóculo prirn~ 

ro 1 ml de antígeno y después 1 ml de la suspensión de adyuvante en el mis­

mo sitio de inoculación. Todas las inmunizaciones fueron por vía intramus­

cular. 
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III.3.d. ESQUEMAS DE INMUNIZACION. 

Se valoraron 24 programas de inmunización (Cuadro No. XIII). La 

dosis tanto del antígeno como del adyuvante se encuentran mencionadas en -

los programas. Se utilizaron 2 animales por programa. Recibieron ~ inocu 

laciones; la primera en el día cero (período de preirununización) con él ad 

yuvante a valorar y 135 días después (período postirununización). 

Los programas controles recibieron únicamente el antígeno con so 

lución fisiológica estéril. 

Todos los programas fueron valorados únicamente por medio de fi­

jación de complemento en el experimento N~II 

CUADRO No.XIII.- PROGRAMAS DE INOCULACION A CONEJOS CON Streptococcus aga­
lactiae, Staphylococcus aureus Y COMBINADO MOSTRANDO DOSIS, 
ANTIGENO Y ADYUVANTE (EXPERIMENTO II) . 

PROGRA.'IA S.aureus 

9 
1 1. Sx109 
2 3.0xlü 
3 
4 
5 
6 9 
7 1.5x109 
8 3.0x10 
9 

10 
11 
12 9 
13 1.5xlü9 
14 3.0x10 
15 
16 
17 
18 

9 
19 1. 5x1 o

9 
20 3.0x10 
21 
22 
23 
24 

NOTA: 
ADYUVANTES: 

s.agalac­
tiae. 

9 
1. Sxl o

9 
3.0x10 

9 
1.5x1o

9 3.0x10 

9 
1 .5x10

9 
3.0x10 

9 
1.Sx10

9 
3.0x10 

Combinado DEAE-D 

X 
X 
X 

9 
X 

1.5x10
9 X 

3.0x10 X 

9 
1.5x10

9 
3.0x10 

9 1.5x10
9 3.0x10 

9 
1. 5x1 o9 
3.0x10 

DEAE-D = 5 mg/peso del animal 
Lec.Gli.Cac. 1 ml 
B. pertussis = 30x10

6 bact/ml 

Lec.Gli. B.pertu- Sol.Fis. 
Cae. ssis Est. 

X 
X 
X 
X 
X 
X 

X 
X 
X 
X 
X 
X 

X 
X 
X 
X 
X 
X 
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IV. RESULTADOS • 

IV.1. RESULTADOS GENERALES (Evaluacion de la Prueba de Fijación de 
Complemento). 

se estableció la sensibilidad y especificidad en la prueba de Fi­

jación de Complemento para Staphylococcus aureus y Steptococcus agalactiae. 

La sensibilidad se determinó a una dilución 1:5 a partir de los -

sueros de los conejos inmunizados con S. ~y .§.· agalactiae pcr separa­

do a los 15, 30, 45, 60 y 75 días pcstinmunización, para la especificidad, 

48 sueros no inmunizados (período de preinmunización) fueron valorados, ob­

teniéndose el pcrcentaje de resultados negativos en estos sueros. 

En el cuadro No.XIV se muestran los Índices de confiabilidad de ~ 

la prueba de Fijación de Complemento para .§_. ~y S. agalactiae. 

CUADRO No.XIV.- SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA DE FIJACION DE CCM 
PLEMENTO CON AMBOS ANTIGENOS. 

SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD 

Sta~hylococcus ~ 85% 85% 

StreEtococcus agalactiae 98% 87% 

IV.2. RESULTADOS: EXPERIMENTO N.11.I. 

En el cuadro No.XV se presentan los resultados promedio en los ni 

veles de las globulinas totales determinadas por electroforesis para cada -

programa. 

Los resultados son expresados en g/100 ml, y corresponden al per.f.o 

do de preinmunización (valores Basales) y a los 15 y 30 días postinmuniza-­

ción. 

Esta técnica nos proporcionó una información semicuantitativa res 

pecto a concentraciones de inmunoglobulinas. 

CUADRO No.XV.- PROMEDIO DE NIVELES DE INMUNOGLOBULINAS EN g/100 ml 

Programa Pre inmunización 15 días Post. 30 días Post. 

I 0.4282 0.8287 1 .0410 
II 0.7473 1. 1345 0.9716 
III 0.7308 0.4729 0.7113 
IV 1 .8929 1 .4097 1. 3744 
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En la gráfica Nªl se ilustran los resultados promedio de los títu 

los con la prueba de Fijación de Complemento en conejos inoculados con Strep­

tococcus agalactiae de acuerdo a los cuatro programas evaluados. 

GRAFICA I. TITULOS OBTENIDOS CON FlJACION DE COMPLEMENTO EN 
SUEROS DE CONEJOS INOCULADOS CON Str~tococus 
ggalactie. (EXPERIMENTO I). -2, lio 

2ocl.I 8 ºo 
8 °o 
o ºo 

150 8 ºo 

1 oj 8§ ,. .. -·~;:·-. • .._ 
fJ l ººo . 
o • 

50 8 

15 30 60 75 90 IÓ5 {DIAS) 

PROGRAMA NºI ~ PROGRAMA Nº2 F-·f PROGRAMA Nº3 §9 PROGRAMA Nº481 

IV .3. RESULTADOS: EXPERIMENTO Il. 

La gráfica la corresponde al promedio de ambos animales.que fue-­

ron inmunizados con S. aureus a una dosis de 1500x106 bact/ml, con los dif~ 
rentes adyuvantes probados. Los títulos máximos se presentaron a los 30 y 

45 días tanto con B.p. y G.C.L. siendo títulos de 1:160. En la reinrnuniza­

ción se obtuvo una mayor respuesta con DEAE-D, 30 días después con títulos 

1: 160. 

La gráfica lb se presenta la respuesta a S. aureus a una dosis de 

3000x106bact/nl, ~on sus adyuvantes respectivos. El mayor título alcanzado 

fue 1:160 con el adyuvante B.p. manteniéndose a los 15 y 30 días postinmun2:. 
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zación. La respuesta con DEAE-D fue similar en cuanto a títulos pero res~ 

diendo con este adyuvante a los 60 días. 

La respuesta con .§_. agalactiae a una dosis de 1soox10
6 bact/ml se 

muestra en la gráfica IIa. En el período de preinmunización en todos los -

animales se encontraron títulos entre 1:5 a 1:50 sin haber tenido anteceden 

tes de un previo contacto con el antígeno. Los mayores títulos alcanzados 

postinmunización fueron con DEAE-D de 1:50 a los 45 días. A los 165 días -

en la respuesta secundaria con el adyuvante G-C-L los títulos fueron de 1:80 

siendo la mejor en este programa. 

a una 

dosis 

La gráfica IIb representa la respuesta obtenida con .§..· agalactiae 

dosis de 3000x1o
6 bact/ml. Como en el período de inmunización a la -

de 1500x10
6 bact/ml aqui también se encontraron títulos de 1:7 a 1:30. 

En el período de postinmunización a los 45 días con el adyuvante de B.p. se 

obtuvo títulos de 1:85, siendo el que mejor respondió. 

Los resultados observados en los grupos inmunizados con la mezcla 

de s. aureus y.§_. agalactiae a la dosis de 1500x10
6 y 3000x10

6 bact/ml y 

que fueron valorados con S. agalactiae son representados en las gráficas 

II!a y II!b. 

El título más alto observado, en la gráfica IIIa, se obtuvo al i:: 

munizar con el adyuvante de G~c~L (1 :SO). La respuesta obtenida a las inmu 

nizaciones con los otros adyuvantes a probar no fue significativa. 

La gráfica IIIb corresponde a la respuesta observada con el antí­

geno combinado a la dosis de 3000x10
6 bact/ml. Los títulos no mostraron un 

incremento significativo en relación con su control. El título máximo al-­

canzado fue 1:30 con DEAE-D a los 30 díás postin.~unización. 

La fig. IV corresponde a los mismos grupos de animales que reci--
. 6 6 bieron antígeno combinado a las dosis de 1500x10 y 3000x10 bact/ml, pero 

valorados con S. aureus. 

La respuesta obtenida al inmunizar con el antígeno combinado de -

S. aureus y .§._. agalactiae a la dosis de 1500x10
6 fue ligeramente superior, 

que la observada para el grupo control, como se puede apreciar en la gráfi­

ca !Va con cualquier adyuvante Drobado. 

El comportamiento fue muy similar con una dosis de 3000x10
6 bact/ 

ml de este antígeno. Como lo muestra la gráfica IVb. La diferencia fue -­

con el adyuvante de B.p. que dio títulos de 1 :70 a los 30 días postirununiz~ 

ción. 

Los resultados obtenidos con estos grupos de animales, al ser va-
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lorados con el antígeno combinado están representados en la fig. v. 
Se observaron títulos más elevados cuando los sueros fueron valo­

rados con la preparación de S. agalactiae y de S. aureus (antígeno combina-

do). 

En la gráfica Va se presenta la respuesta obtenida al haber inmu­

nizado a la dosis de 1500x10
6 

bact/ml, con antígeno combinado y al efectuar 

la valoración con este mismo antígeno. Los títulos más elevados se presen­

taron a los 60 días postirununización tanto con G-C-L como con B.p., pero 

con títulos de 1:200 y 1:140, respectivamente. 

Los resultados a una dosis de 3000x!06 bact/ml se esquematizan en 

la gráfica Vb. 

La respuesta más elevada se obtuvo con G-C-L a los 45 y 60 días -

postirununización así como con DEAE-D a los 60 días con títulos de 1:80 para 

ambos. 

El comportamiento con la dosis de 3000x106 bact/ml con antígeno -

combinado no mostró ninguna similitud con la respuesta observada a la dosis 

de 1500x106 bact/ml. 

Los sueros irununizados contra ~- agalctiae fueron valorados con -

antígeno de S. aureus y a la inversa, es decir, los sueros irununizados con­

tra ~- ~ se valoraron con antígeno de ~- agalactiae para ver si existía 

respuesta cruzada entre estas dos bacterias. Los resultados obtenidos se -

muestran en las figuras VI y VII. 

Las gráficas VIa y VIB corresponden a los resultados obtenidos al 

valorar los sueros inmunizados contra S. agalactiaeala dosis de 1500x10
6 

-

y 3000x1o6 bact/ml, respectivamente, con el antígeno de s. aureus. No se -

observaron títulos significativos con ninguna de las dosis ni con los dife­

rentes adyuvantes probados. 

Los ~esultados obtenidos al valorar con S. agalactiae los sueros 

irununizados contra S. aureus a las dosis de 1500x1~6 y 3000x10
6 

bact/ml se 

esquematizan en las gráficas VIIa y VIIb. Al igual que en el caso anterior 

no se observan títulos significativos. 



FIG. I :- TITULOS DE ANTICUERPOS EN CONEJOS INMUNIZADOS CON DIFERENTE NUMERO DE Sta!!._hylococcus oureus 
Ia:-1500x ta6boct/ml. Ib:- 3000xl06 bact/ml. _____ _ 
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FIG. II.- TITULOS DE ANTICUERPOS EN CONEJOS INMUNIZADOS CON DIFERENTE NUMERO DE Str~tococua 
~oalacttae 
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FIG. rI!.- TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA fil.!:!P.!ococcu1 g_qalactlae EN CONEJOS INOCULADOS CON ~PJ!Y~ 
~y Streptococcua ~galactlae 
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FIG. IV.- TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA ~pJ.l):lococcus 9.!!!!J:!!1 ~N CONEJOS INOCULADOS CON Sta~lococcus 
aureus y Stre~ococ:cus agalactlae 
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FIG . V.- TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA ANTIGENO COMBINADO EN CONEJOS INOCULADOS CON ~tai:'flococcus 
lLIU.JUU. ~ ~P~ qqqlactlae 
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/ 
FIG. VI.- TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA Staphylococcus aureua EN CONEJOS INOCULADOS CON 

Streptococcu1 agalactlae ( RESPUESTA CRUZADA ) 
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FIG.'llII.-T ITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA Streptococcus qg<!loctloe EN CONEJOS INOCULADOS CON Stophllococcus 
oureus (RESPUESTA CRUZADA) 
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V. DISCUSION. 

V.1. PRIMER EXPERIMENTO. 

Corno puede verse en el cuadro No. XIV no se detectó una sensibili 

dad suficiente en la respuesta humoral usando la prueba de electroforesis. 

La literatura indica que el límite de detección de la prueba de electrofore 

sis se encuentra a nivel de rng por rol de inmunoglobulinas totales (49), por 

lo que seguramente la respuesta inmunológica de los conejos no estuvo mayor 

a estos niveles. Solamente en los programas I y II se detectó un incremen­

tó en el contenido de inmunoglobulinas no siendo significativo a los valo-­

res de preinmunización. En lo que respecta al programa III y IV, mostraron 

un decremento a la concentración de inmunoglobulinas 15 dias después de ini 

ciado el programa de inoculación. 

Debido a que en nuestros programas sobre el estudio inmunológico 

en bovinos lecheros se requiere de pruebas con mayor sensibilidad se consi­

dera que el método de electroforesis no llena nuestros requisitos. 

La baja eficiencia de electroforesis en este estudio nos encaminó 

a estandarizar la técnica de Fijación de Complemento, que tiene una sensibi 

lidad de 0.05 ug/ml de anticuerpos especificas en esta prueba (8). Los ran 

gos de confiabil i.dad que se establecieron al inicio, fueron la sensibilidad 

y especificidad a los mismos sueros que se les corrieron electroforesis. 

Las pruebas serológicas empleadas en el laboratorio para diagnós­

ticar comúnmente presentan porcentajes no menores del 75% tanto de especif~ 

cidad como de sensibilidad y no mayores de un 98%. Así nuestra técnica es­

tablecida se encuentra dentro de un margen de error aceptable en una prueba 

de laboratorio convencional (Cuadro No.XIV) . 

En la gráfica N.51.I se ilustran los resultados promedio de los títu 

los de anticuerpos obtenidos con la prueba de Fijación de Complemento.· 

El programa N.il.I fue el que obtuvo mayor título de inmunoglobulinas 

en corto tiempo 1:240, pero la concentración de inmunoglobulinas decreció -

hacia el día 45 postinmunización moderadamente. Esto puede deberse a la -­

vía de inmunización y a la rápida eliminación del antígeno inoculado (Ste-­

wart, 1975). 

El programa N.il.II a los 15 dias postinmunización alcanzó títulos -

de 1:145. La respuesta humoral decreció también del día 45 en adelante. 

En el programa N.il.III el incremento de la respuesta fue menos not~ 

ble al inicio de la inoculación, los mayores títulos alcanzados 60 días des 

pués de iniciado el programa fue de 1:120, manteniendo los niveles de anti-
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cuerpos entre los días 60 y 75. Esta respuesta esta basada en el uso del -

adyuvante y a la vía de irununización. 

El programa N~IV tuvo un comportamiento similar al programa NªIII 

hasta el día 45 y a partir de ese momento decreció gradualmente el título -

de anticuerpos hasta 1:23, 90 dias después de la irununización. 

Los factores relacionados al antígeno (Ag) , que pueden modificar 

su capacidad para promover la sfntesis de Ab son m~ltfples. La susceptibi­

lidad del Ag a las enzimas del receptor pueden ser importantes en cuanto a 

la capacidad de responder al estudio inmunológico. La vía de administración 

del Ag influye en la magnitud y tipo de respuesta inmune porque en cierta -

forma, selecciona el Órgano u 6'rganos inmunocompetentes que entrarán en con 

tacto con el Ag. La inyección intravenosa del Ag estimula al tejido linfoi 

de del bazo, pulmones, hígado y mé'dula ósea, mientras que la inoculación por 

otras vías (intraperitoneal, intramuscular, intradérmica, etc) expone prim~ 

ro a los ganglios linfáticos. 

Por lo tanto se puede mencionar que el mejor programa de inocula­

ción fue el N~III, ya que su respuesta humoral se mantuvo por mayor tiempo 

y presentó" títulos altos 90 dias después de la inmunización; los conejos -­

responden somáticamente al estímulo antigénico por esta bacteria de una ma­

nera normal¡ la prueba de Fijación de Complemento es conveniente para medir 

la respuesta inmunológica. 

V.2. SEGUNDO EXPERIMENTO. 

Es muy difícil establecer una dosis única óptima capaz de inducir 

la mejor respuesta irunune. No obstante, es posible determinar una dosis m.f. 

nima y otra máxima, abajo y arriba de las cuales no se induce respuesta in-

mune. 

Así también se ha observado que las dosis pequeñas y las muy ele­

vadas de antígeno no producen títulos apreciables de Ab, si no que más bién 

inducen un estado refractario llamado de tolerancia irununológica. 

Con las dosis valoradas no se pudo establecer exactamente la dosis 

única Óptima, debido posiblemente que las dosis de 3000x10
6 

y 6000x10
6 

org/ 

ml se encontraba en un intervalo medio en el que la intencidad de la respu~s 

ta inmune sigue laxamente un efecto dosis respuesta. 

En las gráficas presentadas en la figura NªI se re~resentan los -

títulos de anticuerpos en los conejos inmunizados con diferentes concentra­

ciones de ~· ~ y en la figura N~Il Las gráficas obtenidas con ~· aga--
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lactiae. El efecto de adyuvante d~ B. p. primordialmente puede observarse 

en la gráfica Ia, Ib y IIb. Se ha mencionado que el efecto se encuentra da 

do por péptidos de Bordetella pertussis que promueven tanto una respuesta -

celular como humoral. Así por tal motivo se valoró la inmunidad humoral con 

las bacterias más implicadas con mastitis y que muestran poca capacidad in­

nunogénica al ser inoculadas libres del adyuvante. 

En la gráfica IIa el efecto de B. p. como el DEAE-D tuvieron un -

comport~~iento muy similar en la respuesta. Como puede observarse en la fi 

gura II en ambas gráficas, en el período de preinmunización todos los anima 

les mostraron títulos, esto se pudo haber manifestado por un contacto con -

la bacteria antes de iniciado los programas de inoculación y por otro lado 

que el contacto de otra bacteria presentara similitud con determinantes an­

tigénicos a s. agalactiae. 

La figura NAIII, IV y V corresponden a los conejos inmunizados con 

ambos a.~tígenos valorados con S. agalactiae y~· aureus independientemente. 

Los títulos alcanzados con ~· agaJ.actiae en la gráfica IIIa res-­

pendieron ún.icamente al adyuvante de G-C-L 1 :50. En relación a la gráfica 

IIIb el efecto de los adyuvantes no fue mayor que del control. 

En la figura IV se muestran los títulos de S. aureus. El efecto 

de adyuvante unica:nente pudo ser observado en la gráfica IVb a los 30 dias 

postinmunización con B. p. a títulos de 1:75 

se ha mencionado que la administración simultánea de dos antíge­

nos puede resultar en una respuesta humoral deficiente para uno de ellos, 

lo que posiblemente se pudo observar en estos programas comparando las gr!_ 

ficas I, II entre las III y IV respectivamente. 

El fe nóneno que posiblemente sucedio es que al ser valorados los 

sueros independientemente con un solo antígeno, se detectan la mitad de 

las irununoglobulinas presentes en el suero y así cuando ambos antígenos se 

utilizaron para valorar la respuesta hubo una sumatoria de títulos hacia -

ambos antígenos, lo cual demostró que la combinación de esas bacterias po­

tencializa la sensibilidad de la prueba de Fijación de Complemento. 

Una de las desventajas en este estudio, es que no se pudo esta-­

blecer con exactitud una dosis / respuesta. No se detectó un efecto de la -

dosis bacteriana inoculada, pero se pudo notar una pequeña ventaja en los 

tratamientos que recibieron mayor inóculo bacteriano. 

En la figura VI y VII se ¡;¡uestran las reacciones cruzadas entre -

ambas bacterias. Se ha es tablecido que los anticuerpos reaccionan en gen~ 

-
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ral solo con el antígeno usado en la inmunización (antígenos homólogos) y -

se han observado ciertas excepciones, denominadas reacciones cruzadas, en -

la que la reacción se lleva a cabo con un antígeno diferente del antígeno -

homólogo. 

Se observó poca reacción cruzada con suero heterólogos a la dosis 

de 1500x106 bact/ml y un ligero incremento con la dosis de 3000x106 bact/ml, 

notándose una mayor respuesta cuando los sueros inmunizados con ~· agalac-­

tiae fueron valorados con s. aureus. 

Es posible, sin embargo que los títulos obtenidos no sean suficien 

tes para establecer el criterio de respuesta cruzada entre s. aureus y ~- -

agalactiae. 

No obstante hay escasa información disponible en la distribución 

de los polisacáridos como proteínas antígénicas superficiales en ~· ~ 

que demuestren reacción cruzada con §_. agalactiae. Pero se ha mencionado -

que existen dos polisacáridos antígenos especif icos de grupo para ~· ~ 

que reaccionan con §_. epidermidis y ciertos microorganismos. 

La comparación con §_.agalactiae entre el adyuvante de Freund y 

B. pertussis se puede establecer unicamente dentro los primeros 30 dias, de 

bido a que en la parte que se utilizó adyuvante, los animales recibieron 4 

inmunizaciones con dosis crecientes y a intervalos de 15 dias, en cambio con 

~· pertussis se inmunizó una sola vez a una dosis de antígeno. Mencionando 

estas variantes los mayores títulos obtenidos con adyuvante de Freund fueron 

entre 1:40 a 1:50 y en cambio con~- pertussis sus títulos se encontraron -

1:90, recordando así que el efecto pudo deberse a la concentración de antí­

geno y no al adyuvante utilizado. 

En Francia se han realizado vacunas formalizadas con É'._• coli, ~. 

agalactiae y toxoides de s. ~, alfa y beta y se administraron por vía 

subcutanea. La eficacia de esta vacuna no ha sido contundente, no mostra-­

rón ninguna reducción en el aislamiento de s. agalactiae, pero el número de 

animales de los cuales se aisló s. aureus se redujo a 14 vacas y referente 

a E. coli no se aisló. Se tiene información primordialmente en bovinos y -

no en conejos, que se establecio corno animal experimental y así poder extra 

polar los datos a bovinos. 

Las experiencias obtenidas con los adyuvantes valorados dosis pr~ 

badas en conejos podrán posiblemente vislumbrar la posibilidad de elaborar 

una vacuna que prote1a a la glándula mamaria contra infecciones con estas -

bacterias estudiadas. Esto sería una gran contribución a la industria ie-­

chera. 
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VI. CONCLUSIONES GENERALES. 

LA TECNICA DE ELECTROFORESIS NO PONE EN EVIDENCIA, CONCENTRACIO­

NES MINIMAS DE INMUNOGLOBULINAS EN LOS PROGRAMAS QUE FUERON PROBADOS. 

LA PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO DETECTO TITULOS DE ANTICUER­

POS ESPECIFICOS CONTRA LAS BACTERIAS INOCULADAS DE UNA MANERA ACEPTABLE. 

LA RESPUESTA HUMORAL AL DESAFIO CON §_. ~ Y §_. agalactiae DE­

MOSTW UNA TENDENCIA SIMILAR A LA REPORTADA CON OTRAS BACTERIAS. 

EXISTEN DIFERENCIAS MARCADAS EN LA RESPUESTA HUMORAL DEPENDIENDO 

DE LA RUTA DE ADMINISTRACION Y DOSIS. 

EL EFECTO DE ADYUVANTE PUDO SER EVIDENCIADO MAS CLARAMENTE CON -­

Bordetella pertussis Y LA MEZCLA DE GLICERINA-ACEITE DE CACAHUATE-LECITINA 

DE SOYA. 

LAS DOSIS UTILIZADAS NO MANIFESTARON LA CURVA DE DOSIS/RESPUESTA. 

LOS RESULTADOS NOS CONFIRMAN QUE §..· ~ TIENE UNA MAYOR CAPACI 

DAD ANTIGENICA (ANTIGENOS EXTRACELULARES) QUE §_. agalactiae. 

LA POTENCIALIZACION DE LA RESPUESTA HUMORAL CON.INMUNIZACION CON 

ANTIGENO COMBINADO Y VALORADOS A SU VEZ CON EL MISMO ANTIGENO COMBINADO, FUE 

MAS EFECTIVA, DETECTANDO MAYOR NIVEL DE ANTICUERPOS. 

LA MAXIMA RESPUESTA EN UN CORTO TIEMPO SE OBSERVO CON S. aureus. 
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