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PenTiro os 122 entermedsades pacterilianas ag 1a oiel. 1a
Lermatotilosie ha copratdo 1nterdés no soio  sor . =u TreEDUSNEY A,
s.inl: bor ' la variedad de tesiones.gue oreduce. las cuales en“
alnunas‘_etauas son parecidas & | las provocadas  por  otras

eriologias (0. e). tiffa. sarna. etc.) .

‘Esta entermedad oensra alteraciones de los habitos: ae qes:aﬁéo'

v alimentacién del animal. cen 1a consecugntg‘nérdzna ae’ pese; il
1o :ual‘culﬁclde con Gtras intecciones de la bilel, nue'urovucén'
Prur;tm.rnuw 10 cual eg 1manntante el dlaanésti:d certern de la’ = '{

enftermedad.

.-Asl mismo en diversos palses. donde los ovinas son ouna  gran

cindustria, este padecimientn - es . de considerable vxmpdrtancxa

ecandmica. .Las pérdidss econdmicas son principalmente. nor dafios

“venla piel y.lana de. los animales infectados, (.. 22) . o T

‘Ademis del daflo a. los amimales. 1la- - entermecad tambléﬁ“ es i de”

Simgortancila-pacs 1a satud pablica  va o gue se. han’ reportado,

Cataunos casoaen! NUMaNOSs. A 19




congolensis “Daermatofileslis .« Guss ans entiasd sspacirTicA dé)
canado DOVING. v Cue postericrments Tue descrita  en ovanoes.
cCaprinos. paUINGs v amimales salvaaes. Lespuds & la  entermedad
sE le introduao el término "ESTrepToTriIcosls  cutanea v 81

anenpte Streptolhrix congelensis =] cual ne tue aproblooc. (1o}

Aunaue alogunos autores han estudlado 2l aénero Dermatophilus
tratango de ampliarlo con otras dos especies D, pedis vy D.
dermatonomus ., estudios seroléolrcos v bacterialédoicos nan

demostrado gue estas cepas perstenecen a D, congolensis,. siendo
esta ia danica especie del aqeénero. l1a cual - es. finalmente

eétablecida en la tamil:ia Dermatophti laceae dentro del orden

T Actirnomycetales. (16)

. w4 Dermatotilosis ha sido detectada en diversos aninales

domésticos v salvajes. v S8 ha encontrado cue . estd ;disemlnadé L

mundialmente. tanto en reglones: templadas como tropicales. (S,

L6 : : ‘ SR S e

El micrnorganxsmo Dermatophitus  congolensis -a .Des@r"de éu.;” Sl

Wi anarlencza de heohgos v de’ su ciclo de vida multimorfico. es-una

'-ua:ter1a © Gram. positiva. . acido .- resistente - A@Qativa,

'm:Croaeroflllco-' Este auente . oresenta :aﬁacééhisticas

EanclalEB en cuantu a. su forma de reprcdu:c1cn. “En el estano

lnfEC‘SJVD S ur*esenta Cﬂmﬂ CDCDE méVllEE- 118"\3(’05 . "ODEDDI"BE

escas crecEn . qermxnan dando luqar'-é filamentas
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thifas). #éstos se aiarqan y sg farman fab1que5 transversos. Las
hifas se ensanchan y se produce  una fabicaciéﬂ adicional en
varios planns_hasta aue las hifas se dividen en una serie de
aqrupaciunes.fcrmando paquetes de cocos  gque llegan. a formanr
h;sta ocho esporas, se liberan las esporas de los pblbs &e
ﬁfquﬁns tilamentos vy el ciclo prosigue. = En cnndiéianes
favorables de crecimiento maduran ¥ los delgados filamentos se
raompen liberandp zaosnorés activas, pasferinrmente 135  ﬁifas
maduras y las esporas jovenes se enﬁapsulan en 1la ﬁigy del

animal. (S5, 16, 32)

Crece microaerafflicamente ' a ‘37°Cv Eﬁ un AEdio enrlque:ian-
sélido. o liquido. En medio :sélidq :gmn. agar sangre Csu

1crec1mienﬁn depenag del_tipu de 1n6cu1§:,§i estéréonéiene féﬁma
filamentosa de Ja' lesién. la colonia . se desarrullara'"
aprnuxmadamenta de 0.‘—1 .0 mm de diAmetrn ;entro de> las 24 48;
haras, las :nlnnias son . da superficie rugnsa,‘ semeaante aﬁ
“Enca:e“ y . de consistencla dura :Ie ; collror'. blanco—gr‘ls.ﬁcea. '.En
- Cambin en los subcultivcs las :nlonxas son planas, brilllnhgs Y
'de~can51stenc1a :remasa, cnlnra;;én amanillo—anaraniada. éon un..
rApxdo crecxmxento ‘a las 24 horas de xnuculadas Y _1& ;b;ﬁfef;é

es, predcmxnantemente ca:o;de. Amuas furmas t:enden a. édhébiﬁse‘

‘; En la superf;cle del agar. dandu una beta-hemél:




colonias pequelNas, vellosas, san vicsiples en el fondo del
he&:o. Algurnos aislamientes torman peliculas en la Ssuperficie

del liquido. No crece en medios conteniendo antibidtica. (5,16)

‘Bioquimlcamente. fermenta la glucesa, fructosa, galactosa,
;ﬁulina Y maltosa. Ecte germén es bastante proteclitico,
desdobla. la urea, peptonica 'la‘-leche tnrnasulada,  licda vla
gelatina y el medio de Loeffler, oroduce 'cgtgiasg.' pereo  no

reduce los nitratos. ni forma indol. (9. 16, 17. 24, 32)




EPIDEMIOLOGIA Y PATOGENESIS

AGn existen muchas dudas acerca de. la trﬁnsmisién del anente.
se sabe gque las costras Yy escamas de animales  infectados
qéneralmente contienen elementos vivaos, aGn cuando los animales
se estin recuperando las costras v esCcamas se desprenden,
sugiriendo que un animal contaminado nadﬁia infectar a otros
con 1 microoraanlsma, pero investigaciones ralizadas. nan
ntentado aislar el garmen del medio ambiente con resul tados
infructunsns. dada poar. su  pobre 'canacxdad dé sobrevivencla
cuando estd fuera de la integridad del animal: sin eﬁbérqq 165
‘animales contraen la enfermedad al exponerse. a un animal
enfermo gue actda como fuente - de .1nfec:i¢n. va que vlég'
Zoosporas son transferidas rapidamente de ovinos infectados: a
.1cs suscepttbles (42); Ademas del contacén directo, . en
determznauu momento puede manifestarse su‘satogenxcidad.'duanan
se altera la barrera defgnﬁxva de la pxél‘;nnr accian: de
factores péedxspunentes—cqmq'humedad pruldngada, vactores 'ﬁug
transporten las  roosporas (23, 25, 4Bi, ﬁraumétisﬁns, X y
dei?;ian:iaé de microelémentos como | cobré, zinc, ‘prpyeinas,

&cidos grasos y vitamina A.

‘AEL.MIEMG.EE ha encontrado due se asocia. con agentés; vxralesﬁ

f(Ectima cantaaxnso) jy que produce 'lesiane5 mas- severas

'persttentes an’ )os anzmales afe:tadns.'(l,,15; 3b. 39",




LUando. 1a LNGewy: idion d= la piel es lesionaga. las esporas
penetran por una emMUlsSi1dn derivada de las Secreclones SeDACEAs
y proteinas solubles i1ncluvendo anticuerpos derivagos ae la

glanaula sudoripara a la epidermis en donde se disemiba. (45)

La nueva poblacidn se escapa hacia el_ExteFxor. afectando otrqs
lugarés de la piel del mismo W otro hosperador. Esto e;tﬁ
appyado ‘en estudios  histoldégicos, que indican aue ‘D;
congolensis i1nvade células vivas de la epiraermis del eatrato
QOrﬁeo, Laé formas filamentosas v cacoides también se obﬁérv:ﬁ
en giAnuulas sudoriparas, y sebiceas asi como foliculo piloso,
en 1os cuales le permiten el paso para su diseminacién  (S. 16{

47)

Las lesiones =Taty] caracteristicas, ¥ se . encuentran
principalmente en cuellp, dorso y parte  ventral del cuerpo.
pero pueden extenderse a extremidades. rabo, ubre y escroto - an

machos. (9, 14, 24, 4%, 47

Cuando - la . lesién cicatriza,. queda .una cnétra gaca..’ ‘con
hiperpigmentacién del. area 'y alopecia.  En el microscopio: ae

‘observa, acantoilsls, paragueratosis, hiperqueratosis. asi- como’

un aumento de vasos sanguineos (vénulas Gy capilares) eni:
zepiuermié: 16s. cuales  presentan ~dilatacidn .’y congestisn e
“intensa infiltracion de neutrefilos 'y .leucecitos: | aunave. las

caPtgrras de la dermis no sufren alteracisdn. (X, 10, 47)




SINTOUMATOLOGLA

La Dermatofilosis en ovinos (lana apelmazada,’ dermatitais
micotica? afe:ia las partes cublertas con lana. Les  signos
tempranos son dreas. eri tematosas, seqguldas de engrosamlientos Y
eiudado de la piel. para finalmente determinar la formacién de
costras, astas son circulares y discretas, 1a superticie
ventral son cédncavas v ligeramente htmedas. se separan de la
piel cuando la lana crece v es posible gue é&stas - permanecscan
unidas, pero éi las fibras se rompen pueden desprenderse. En el
exameh visual pueden observarse normales, s1n embarga & 15
palpaciém las fibras revelan que estan unidas por el exwdado.
En casos :Pén;cas las costras vy las fibras de la lana unidas . a
ellas >pueden permanecer adheridas a ta piel, phnducienda

engrosamiento y endurecimiento de la misma. (9, 1&)

El sindrome conocido como dermatitis proliferativa o  pudricién
‘del pie en fresa (Strawberry Foot Rot) - ha sidt  reportado en

‘ovinos en Escocia.  (16)

ta éhfermeﬂad comienza ton ~ una ipflamacidn edematosa . en '13 E
'pxefna;:en'CUﬁlqulerbpﬁnto _entre ‘el rmdgcé :oronaﬁ;a' y. 1a
~rodilla del anjmal,‘cualduiera de:las :uatrﬁ extremid&des.k o ..
;téﬂas}puedep estéﬁ_afe;t;dés,‘desﬁues el procésp cambia a - una
'fﬁk$a éﬁ;ﬂal}va-énla'formgciéﬁ dergdétrés gtﬁndgé jéé; Epéﬁé;dé

déilailana'o‘ﬁeld. Si Se,”FemdeVEh las’ 'tostras,’ ‘'se:’ .observan’:




diceras Con DUNtos Raeddsracicds aue dan la apariencla doe

s1 no hav complicacidn secundaria,

no se observa cojera. .y las

lesiones sanan esoontaneamente. Estas lesiones son mas deloadas
v de color ampar en areas cublertas paor pelo en la caveza. como

en las orejas. comisura de los labos y piel de la nariz, vy en

los machos afecta el escroto. (2,

14)




viAGHNOST1CO

FPara el diagndstico en el laboratorio se debe enviar material
- de lesiones activas. Los microorganismos estan dispersos en
ndmero pequefico y en ocasiones son dificiles  de localizar en

frotis de lesicnes crdnicas o en procesos de curacidn. (5, 1&)

Fara el dragndstico microscdoico de las muestras es netesario_
prepapar frotis teflidas con colaranbe de Giemsa. ya que .ei
agénte nuastra afinidad‘muy fuerte® por este colargnte. el cual
los filamentos se observan de uﬁ color azul - tenue. Se pueden.
utilizar otros colorantes como azudl de matilenc‘n’culnrantei de

CWright. (S, 1&) .

Una técnx:a recomendada para 21 cultivo de este microarqanzsma,
se basa en la lxbera:ion de oasporas de la ba:eeria,_ despuas
’de la humectacidn de la misma y de la guim1otaxié #1 dia;idb Ae
;érboﬁﬂ (S=-107%) . Lns-fﬁqgmentas.de las lesiones se 'colﬁ:an én
fraEcbsro tubos, sé agrega 1.om1.- dg"aqué' déé?ila@a' y se:'
mantiene durante 3 /2 hcras a 37°%. éi snbreﬁaéénte s inc:ula
Ten un mEdlo Eblldo Y después esto se caloca en. una Jahra -QQ

dese:a:iéﬂ, a-la cual sa-le redu:e la tensxéﬂ del cxigeno por‘

medio: de una vela encendada y se 1ncuba a 37 C -por 24—49 horas._w

El examen del frct;s teﬂxdo se debe efectuar -tnh ob;etzva dé
1nmer51én. 9 ‘s pndFAn. ubservar"lnsv;clag:ébar 4f1!§me_tb

fragnentados. (12}




‘En cuanto a1 serodiagndstico se han usado sigunas técnics tanto

de reacciéon primaria (p. (=N Enzima liqaaa a un
inmunoabsorbente inerte ELISA}, como de reaccidn secundaria (p;
1. Inmuno difusion doblie an g2l 1.D.D.) para identificar vy
medir la respuesta i1nmune humoral (14, 19. 20, 27, 28, 30, 35

38, 40, 44, 45, 46). Sin embharge eéstas presentan’ :iertaé.
variaciones, puesto nue se han descrito varios procedimientos
pPara obtener los antigenos de D. congolenstis, estus méfodcs E-T=3
diferencian entre s por la cantidad y ourecza de los antigenos

IQUE prcpnrcinnén. (8, 2&6, 31. I7)

~Por-lo tanto a continuacion se.describe una evaluacién de ‘las’
A.pruebés .de inmunodifusidn dobie_ en Qel . (I.D.D.) ¥
.cuptralhmunoelectvqfnreais (E.I.E,).'cumq medxdas de_ deteéc;éq:,
de ant:éuernos de D. c?ngaiensis" en.  suera fde‘ 1n+5q;i95eé'

naturales de ovinos v animalesrhlperlﬁmﬁni:adasf

Para, Efe:tuar las pruebas 1. D D. Yy t.i.E., se . Pequiere  del
gmplen de antlgencs solubles y . ‘pagquetes celulares de b‘

condapéhsis. <41y - § s |

La Drueba'de inmunudifusiﬁn.dople en del, es 'uﬁa Feadclén' de‘.‘g,

prec:pxcacian en un”medio'semiﬁolidn, en la’que’ 1a’ dxfus1éﬂ.lue

'un antigeno v de sujant1cuerpo hnmoloqo

da :

coma resultado

ffnrmac1on de 11neaqué prec:pxta:xén

dnnde se. Encuentran'las‘con:entra;1nnes

‘Gptimas del antigend




dgel anticuerpo. En esta prueba tanto l1a solucidn del antiqgeno
como la del anticuerpo, se separan inicialmente por una zona de
gel, en la que posteriormente ambos reactores se difunden. {6,

352

Ern 1la pruebé de contt+ainmunoelectroforesis, tanto el antigeno
como el anticuerpo simultaneamente son sometidps a la accidén de
un campn-eiéctrlcu en un gél de agar - con pH.=B.é: en = &stas
cbngicianes, los-anticuefpus tasi no  tienen ‘carga y por lo’
.consiguiente no deberian tener movimiento electrnforttico..,Sin
ehbafgn se desplazan haéia el ‘polo négatiyu (catodo a v:éusa
‘del movimiento elg:trceﬁdosmoticn. Al misma tiémpd,:él Sntlguﬁorﬁ
de carga negaeiva, debido a la cérrienﬁe'glactrlda, sa “&i;ige‘:
“hacia el  polg pesitivo (inodo)L,En>E5ta forma éiiaﬁtigénd ; fei'
-anftéqerpu se,én:ueptFan y.Eéacﬁi;néh,'}urméndo dnéyriineé__ag:irg

precipitacisn visible. (&, 35)




TRATAMIEN (U, CUNIRUL ¥ PREVENCION

EH los - animales e! meétode usual de_,tratamienta de esta
tf_'r:\lfer'medad consiste en el uso externo de medicamentos. en casos
leves el sulfato de cobre, tintura de yodo, sulfato de potasio
aluminio. Sin embargo se recomienda el tratamienta parenteral
en cases severos con oxitetraciclinas de accidn prolongaca 20
mo . /Kg {dosis danica) con resultados  Satisfactorios. Otros
antibidticos como penicilina. estreptomicina o el clor‘a'frenicnl'
no ha_n sido adecuados para £l control de 1a -infeéc;m-. (5:. 13;

1éa)

 Par otro lade, se han investléadu‘el usoc deé' VValt‘:un.?s“ y' en‘_':la_i_

m'a?/r;ir-'j.a de’ los casos ‘!usv r-esultadqs 'son ' decep:in;’!_antes. Par
eét'a razén. se deban tomar en’ - cyube’r‘\t:a‘, 105 'aépéct}nsi' i
ferpivdemialééicn-s‘ ;:ar*a evita.r-. larr Dresrentac;i.‘{.':'h {:lé-"., ',"dic::t';a s

gnfermedad.. (S, 1&)




0B JET I VOGS

Por lo anteriormente expuesto, s procedid a plantear los

siguientes objetivos:

AT.Aislamxentn e 1dentificacidn de Dermatophilus congolensis, a

partir de costras de ovinos, positivas a Ectima contagioso.

8) Produccion de antipenos de Dermatophilus: congolensis,' para
las pruebas de inmunodifusiin doble en - gel v

contrainmunoelectrotforesis.

o) Valorar 1as pruebas de inmunoditusidn - doble en- gel vy
contrainmunoelectroforesis, como métodos ripidos y especificos
-para el diagnéstico de anticuerpos -cont=a. Dermatafilosis . en

sueros de conejos,  en forma experimental.

) Probar mediante lasipruébas ae inmunndifuéiou doble en _gel y
r;dnﬁnainmyndele:froforesis la presencia de . anticuerpos ‘conﬁrarﬁ

'lafDermgtnfﬁlpsis,en sueros de. ovinos .infgcéados en  farma

“matural.




MATERIAL ¥ METODQCS

Se analiraron ocho  muestras biclégicas (coz=tras? de ovinpa,
pcs:_tl.vas a Ectimé contagioso (comunicacidn personal por el Dr.
Jértora., Frufasnr de. la FES-C Depto. de Fatoloafiad. ‘Lés
mueséras fueron pulverizadas sobre los porta objetos v  se  les
agfegé‘solucnén salina fisioldgica durante 26 minutos " para
reblandecer las muestras, para despuéds ma:eraﬁla fiﬁamente; fas
“_.laminillas se dejaron secar y posterl.ur-ménte fueron teffidas con
,cnlnrante de Giemsa {1:10) ¥y se procedid a  su 'nbﬁerva:xén ia)
mx(:ros:crp:n con objetivo de inmersion EnCDntrando en una de las
) muestras {ovino #22) la prgsen:la “de gran cantxdad © de

'filameﬁtbs fragmentados.

’ Sé-orDcedi6‘a gislar al . agente patogenn:‘sbspeahnéo. pe Vléé
fra::iuneé‘pu!verizaqaé»se depositaraon en frasces . con agua
'»destilaﬁa (1;9 ml.) y 5E'maﬁtﬁvo.a 37?5 durante’S 1/2 hur&s‘ eﬁ
’:Ghé‘iarré de micﬁnaerofilia' con ‘una’ vela: encendida, - para

prndu:ir dicrldn de carbcnu {CDa)- aprux;madamente un 5—10 kL

o Pasada el tiempo de cultlvu, la suparficie ‘del. subrenadante se -

Cinoculs :Dn una asa’ ba:terinlogxca en agar sangre S co 5Z de

'sanare bovina‘ sa 1ncub6 a 37°c pDr 48 huras en la misma 3arra'J

ﬂe CDz‘»conrobaeta de lxberar 1a’ faee mcv1l




COn Tonas Jde oeta-nemélisis: se analiztd el frotis  tefMida o

microscopi1o con cbietivo de 1nmersidén en el cual se observd los

clasicos ti1lamentos Gram {(+) del microcrganismo.

Se realizaron pruebas para la identificacién de 1a bacteria por
medio de sus caracteristicas bioguimicas en 1la cual m=e  compard
.con los de la cepa de referencia. (obseguiada amablemente poar. la

Universidad de lowa. E.U.) (S, 7. 14, 1&. 32)

FRODUCCION DE ANTIGENOC

Los organismos fueron identificados como 1 (cepa de
referencial 'y #22 (cepa de ovino aislada), ' se inocularohs en

S agar sangre a 37°C con S—-10% de CD2 por 24-48 hﬁras.

éé fdﬁafun las colonias de- agar sanqré‘ posteriormente se
Vxn;ubé a cada cepa én diféréﬁte matraz de 2000 mi. cﬁn' éﬂ;
es&éwix. éstos.se coloearon en bafio mﬁrta a . 37°Cc con ﬁnviﬁxengé_
éséilétorio durante 74 horas, para‘ramper:la péiicqla _que' %e
fb%ma en la superfi:lé liguida. .

éef@roéédi& a inactivar-los hxcééorganlsmas,:rc;n %fu}ﬁgidnéiﬁdt

- a‘l.'

10s cualés se dejaron reposar a:37°C durante 24 noras.
. Se céntrifugaron las biomasas. a’ 10,000 x g.: durante 30 minutos,




despues se procedid a decantol wa liguiae sobrenadante, para

separar las dos porciones obtenidas.

Obtenci1on de antigeno celular (WC-Agl; se obtuvo del  sedimento
centrifugadao a 10,000 x g. Este paguete celular se . lavd

cempletamente de la siguignte manera:s

~Sp depositd en tubo de polietilene de centritfuga y se agread
30 ml. de acua destilada estéril, se coloco el tube . en un
agitador (Vorte:x-genie), y se volvid a centrifugar a 6,000 x g.

durante 15 minutos; se decantd el sobrenadante.

—Dgspubs se procedid a la ruptura de las  células mediante ‘un

©  sonicador con 15,060 de amplitud durante 20 minutos, hasta aue

- se obtuvo una suspensidn homegénea de ambas cepas.

—tLta solucidn se depositd en una membrana | de dialiéts, - para
Eliminah el exceso de . formaldheido, contra agua -destilada, .

cgdurante 72 horas.

A ambos antigenos se les determind la proteina oor el método de

Lowry. (181




PRODUCCION DRE SUERO HIFERINMUNE

Para la realizacidn de la produccidn de suere hiperinmune se
dutilizaron cuatro conedos adultos, alimentados a base " de

o eoncentrado y agua ad-libitwn.

Vh.taacé los conejos se identificaron porr medio de un namero Vén
;\a:creja,'y posteriarmente se obtuvo sangre de caqé anim%l,'.y
. sg(deja que seé furmara‘el :nagdln. el cual se seéaré del suefn
y,fue ﬁnsterxnrmente :Eﬁfrlfuggdb Ta - 1,500»4u 0. cdutrante ‘iO
.ﬁinéfbé, éstué §1Pv;erun‘cnmn testiqns de’ que estaban:%f:res'qe

‘ié‘enfermedad.

A7ibé7;one305,n1,y #2 se les  inyectéd iktramuscularmente . (1M)
70.3 mi. de WC-Ag! cepa #i, mas adyuvante incompleto de Freund. '

Alos cﬁnejns #3 y #4-se les inyectd IM. 0.3 ml. de:wQ~Ag;‘cepa:,

‘fazz.«msé adyﬁvante 1ncnmp1étn de.FEeuna.
'La'apli:a:ién_fﬁe de intervala de 7 dias durante 5 semanas. -

- He ﬁomérbn‘muestﬁas de éangﬁera'las"24 ‘horas :dequés de }é

'éequnda inyeccxdn:fpara'saparar Ei suéra .hasta qué 'séi hayalb

1Drmado‘el cn&gulo =anguinen a 1, 500 w: g.‘durante 10 m'nuto

se’ guardé en :nnnela:xén 'a —20 E hasta el mnmento de2 -

analxsxs




D& (ENCION DE SUERL FROBLEMA

Se tomaron 128 muestras de sangre de ovinos con vy sin lesiodn de

‘piel, de diferentes reglones de Méxi1co, en su mavaorla del

centro del pails.
Se sangraron & los svihos de la vena yugular con agula  #22 vy
con tubgs “vacutainer”™ (al vacior, se ' gepard ol suero: . del

ceoagulo sangulneo; s gentrifuad a 1,500 " Qe durante 10
minutos, se guardd en congelacién_a -20°C hasta el momento de

‘su -anilisis.

'No. -DE -SUEROS

vuéxssn o " RANCHD © - gslesidn . s/lesidn .
D, EL : o . Ajusco. - v o8 I
Eda. de ngl;o.1 Chapg de rMata. . - o . 20 )
. iE&u.'de Méxi;o: c La Palma.’ : R S 20
’ Eda; de,ﬂoxiéa. La Pélomé; R0 —
:qub.‘de Mexica. ta frinir :63 17
“Edo. de ﬁézicu. Sta. Elena. RS- R -

'jGuanaJuatc. : . -Ei'Dapcf




INMUNODIFUSION DOBLE En GEL

Se pDrepararon borta aobaietos con agar .purificado &l 1%« mas
Buffer Veronal con un pH.= B.2., mis azida de sodio al 0.1 M.
(ver pag. 20), se deid gel:ticar, desuué§ se conservd en  una

camara hameda por 24 horas a 4°C.

Los geles se perTtaoraron con 21 molde para hacer ori1ficios de 3
m. de diametro y CON una Separacisn de 4 mm.. con  sSi1stema  de
cuatro y seis fosetas pariféricas dara el antisuero vy con una

taseta para el antigéno (var pag. 21).

Los arificios se llenaron con pipeta Fasteur, el antfgenc en el

centre v los sueros alradedor.

‘Las laminillas se colocaron en-una camara h@neda y se dejd  que

se incubaran a temperatura ambiente durante 48 horas.

Las laminillas con la camara hameda se colocaron a temperatura

:de'4qcypdr 24 horas.

Se ‘realizé la- lectura Cpara local;zaﬁ,'_las"AilneAs Clde

L

precipitacién visibles terminada 1é'1h:pbac16n.‘




INBUNODIFUSION EN GEL

Azida de ’ £aS Agar. -
Sodio . pH=7.2 Nobie
S1, ml. 50 ml. 0.5 gr..

—15e afiade Hzﬂ destilads
conforme §ata se ve avaporando

100°

. ‘Dmjar ga!r-i»fi‘car_ "
. _horadsr ‘el gele-—"




.l: Ag

[610 O -
10 O0Ql,_
0% oo*“ﬂ

‘ mnumrusmu -u:urnn o o

I T t

. e ig..

i l_

O




CONTRA ENMUNDELEL FROFORES LS

Soore ' una olaca de olastice se colocaron los paorta obietos. en
gllos s . depositd una solucidén de agar purificado al 1%. mac

Bufter Veronal de un oH.=B.6 ¥ se deid aelificar.

Se realizaron perforaciones en linegas paralelas en el agar de 3
mm. de diametro ¥ cOn una separacidn de 4 mm. entre cada ‘1inea

wver pag. Z12.

tLas muestras de suero se cOlocaron con oipeta Pasteur " en e)
oriticio mas ordximo al polo positivo (anodo), Yy el antigeEna en

‘el orificio mas ordxaimo al polo negativo (catodo).

En el recipiénte de la unidad de electroforesis, se coleca la

canhtidad necesaria de Buffer Veronal con un pH.= H.6&.

La.pla:a con el [\]=31 parfnrédu. se colocd ;6 al rEClnienté de la
‘unidad de electroforesis, v se esiaﬁlecib 2l contacto entrg;-lé
placa de ol v el Buffer VErnhal._ ueilizqndn' tirag de’ éapel
Filtro. Se aplica la cosriante (6~8 mAmoslaminilla) du;lra'vl.'ite: S

nora 30 minutos.

'Eqsfer;ormente. se cnlo:a l1a olaca de gel a una. temueratura de«

»APC Dor . ao mlnutos._Se raalx:é 1a lectura para Jacall ar lineaa

de pre:xn;taczén v1s:b1es al térm;nn de 1a 1ncubac1an.

2z




LAVADO DE LOS GELES

-1Los peles se enjuagaron en una solucisn de citrato de spdio al

5% (p/v) durante 30 minutos, con la finalidad de eliminar las
}Lneas de nre:lpiﬁacién inespecificas que pudieran haberse

formado durante la incubacidn.

Después‘las geles se lavan con Buffer de fosfatos (PBS) de un

pH.= 8.2 durante 24 horas realizando dos cambios de PBES,

- Posteriormente los geles, se sacan Yy 8e lavan con  -agua’
desti1éda durante 24 horas, realizando dos cambios de agua
‘destilada.

Una vez realizados todos 1os lavadué. los qeles,sé' deshidratan

973755 por'2§rhoras,

JYa  deshidratados. ios" g-les se sumergen cahplaﬁamante“'en

salu:16n :olorante .naegra de am;du durante 30 m:nutas, Tuna lvez

ten1dc5 108 oseles se colécan 1nmediatamente ‘en. solucisn
decolnrante; }levando a caba‘»varibs' _cambios, . hasta que . los

-geles nueden 1n mas clarus pnsibles

y ﬁnlcamente prevalezcan

Alas lineas de prer:p;tacién viﬁibles{

'(bfvrb  “i. :_g‘a_; : P

‘fLa prenaracién de las soluclones que ﬁe-Jutilx-arcn

;trabaan se encuentran anntadas en el apéndlce. pag.’a;.




RESULTADOS
"ESTUDID BACTERIOLOGICO

pe las ucﬁa muestras teflidas con colorante de Siemgsa v gue son
pasiﬁivés a ' Ectima cbntagiosu. se logréd demostrar en pﬁa' de
'éllas' la oran- cantidad de filamentos fragmentados del
m:crnérganlsmé.b. congolensis. 1lo cual éugtere_ los . resultados
) obtenida; dpr otrros autores (1, 15, 36, 37, de gue ios qﬁs
‘agentes puéden estar asociados al mismo t.iampn én.f'orma 'natur*al

para producir lesiones cutaneas.

. De la'hﬁeéerg aisl§Qa.”22.de n?inu.‘a ias 48 ﬁoraﬁ. al #er
ubgé?vadé'al microscopio;‘el frnfié’ de tincion de  Eram,i.éﬁf
':morfolagla resultd muy pare:idé’a 1; cepa’ #1,. no. asi eﬁ 91 
éspe;tn dg cult;vn de agar, saﬁgre, gue-rmienffaéy lé cepa;; #1.
Jsus cotonias ﬁreSEntaraﬂ_—uﬁél sﬁﬁqéfic;e Srugosa 191 d;ra‘.A;‘
Pé@éveﬁ.-la cepa ﬁ22‘ai éubcuiéiyo. :su .sdﬁerficié"fdé 'liéa.r*
cremosa y brlllante#_aﬁﬁque'aMbaé muestras gu@iéron‘yna q;h;adé
'.adhé%ehcia al ﬁediq dando. zonas ﬁembiitices:dé}fﬁeéio; prupié;
.é:dei‘myéébmrggnisma. ' ' ' Lo L

..

M) 1a’ cepa v aislada’ (#2270, fu

criterios. bioquimitos: ver cuadre. #i. ..




CUADRG #1

No. de la muestra.

PRUEBA - o #1 . w2z

 Catalasa » ‘ B S+ " +.
Glucosa . T ‘_‘;-‘ R L
Galactosa - o L4 ’  ' s
.KUreésa_ s B .':-'1 I R

Gelatina - S T S

Nitrato s ) L ,’}’ ;"‘

Indol . T e e T Lo

. Leche.con tbﬁnasdlr

De- las pruebas: in ‘vitre. efectuadas. en

cbtuvieron .los siguientes resultados:

'SENSIBLE A : S il i RESISTENTE.

fSuifametatnzasul : - 000 Penmictlina
Lincomicina S Ampieiling

CTetracicling: .o oo 0 -~ s Kanamieina

JEstreptomicina’

Cidrafédi:ol;

- Gefalozporina. -



ES1UDIU SEROLOGICO

Fara la praoduccidn del antigeno (WC-HG): la cepa BiI en BHI ‘era
maa.confluente. de liquido clare, en la cual oredominaba mas
filamentos, por lo  tanto 1ué” necesario  sonicar el paquete
celular repetidamente nasta gque se loard hn;nngeni:ar-lo. s:in
Embali“go algunos filamentos ﬁermanecxer'nn intactos:; mentras aue
la,yc‘epa #22 presentaba  un Iiquideo mas turbio y can gr.‘an
cantidad de Topsporas. iibres. por la cue se realizéd una éala.

seni1cacidn, puesto aque fue Mas homogéneo desde el principio.

De la determinacidén de la proteina por el método de - Lowry. | se.

obtuvo los siguientes resultados de ambos antigenos:

CEFA - #1 . CERA #22

- 1.074 ug/ml. - 1.366 ug/ml,
- 0.984 ug/ml.. . -1.722 ug/mi.
- 6.780 varml. - = 1.815 ug/ml.

.='Q.984 ug/ml.

TEn cuanto al Estudic sernléqico, en las pruebas de: .D 0. Hé'gé,

5nb$eﬁ95'11nens dH pr?r\n1tauzén 2n El antiaeno #1 En tndas‘ Ids:-ﬂ

'_suerns hinewanmuap de l1os- con91os 1noculadas-_~én el"'antiqsno
"2 se nbserva ‘lineas de‘ prec:pztaclén -Hésfa 'iﬁnf cuarta
xno:ulacfén =510 _dé-"loé cuneins,'s -y- 4. yo.en--1a lauinta .

“anoculacién se ubserva que las 11neas de precxpxtac1¢n 1 v 2z se’



_presenté un desplazamiente con el antigeno  veSinu. con -las

caraﬁterlst:cas de las respusstas de xdent1ﬂa£ parcial.

En las pruebas C.I.E., & aobserva gue el antigeno #1 detectd
1ineas de precipitacidn tenues hasta la segunda 1noculacidn con

todos los sueros.

For lo que respecta al antigeno #22 se observa que desde la
primera inoculacidén se forman dos bandas de precipitacisen muy‘
marcadas con 10s sueros 3 y 4, a diferencia de los sueros. 1l y: 2
'iné :ualeé‘présentan una banda de precipitacion tenﬁa despudés

de la segunda inoctulacidn.

En ambas pruebas de 1.0H.D. ¥y C.1.E.. no se ghservan lingas“dé

precipitacisen cuando se utilizaron los suercs de ovino en: su

forma original.




D1sSCuUsS1IOoON

El diagnéstico clinico de la Dermatonfilosis plantea uUna  serie
S'de ‘dificultades al confundirse con otras. entidades patolégicas.

(1, 15, T4, T

‘En Méxice, al encontrarse la presencia de la -bacteria (357. es’

- de suma importancia realizar el diagndstico Certern‘ al-‘nb

 d1aonnst1car correctamente la enférhedad. se d1sem1nar1a ta
ba:teria{ 1o qua ocasionaria nrandes pérdzdés:'econémlcas (2
z22). Ademas, es impartante Sl Kdiagnbétzém_ temprano dé,:La

‘entidad al ocurrir los . primecos casos  clinicos, y -de @ esta

_manera poder controlar  la _enfermedad por ‘ medio  de ‘medidaﬁ;f'

higienicas y/o terapsuticas.

Para el a:slamxento del urqanzsmo. hay”qué]tnmah en cuen*a _él

:c1clc reproductivo del mismo, ‘puesto que presenta ‘das-Lvquas.w‘

'.de cn:os.(zonspora), y filamantos, aunqug, esta _albima é; ‘13

iforma patngncménxca ‘del aqente. 1nrtua},se debe . de_ apmyar’;én;

pruebas bloauimlcas,'cnmcvlu muestra lnsw_resultadcs"obtenidns

‘en estevestudxof en la~comﬁaré:ién de laﬁldgs capas.
Adica Que se_trats del mismo agente.

al estudxn serolog:cu, ét,-gﬁ¥;'éﬁdt,'



'tamaﬁo v forma de los agregados antigénicos, pues tal como s
menciond en ins resul tados el antlgenn'tuvo que se1rr sonicado
repetidamente ¥ sin embargo algunos filamentos permaneciaron
intactos. esto hace gue se produsca reaccidn en 1la prueba . de
C.1.E.;, donde el wveltaje aplicado acelera mas ripido la
reaccién. A diferencia del anticeno #22 en gque predominaban mas
zoosporas libres gque los filamentos, 1o cual hace més facil 13 
difusxén Y precipitacidén con todos los antisuercs 'y por - lD
tanto hay reaccién @ de identidad parc:ial hasta la quinta
inoculaciédn mostrada en los résultadns. en la prueba de I.D.D.,
indicando que las auestras. ensayadaé comparten -un miémcn
determinante antiginico, Yy  por 16 tanto muegtﬁan’ rela;!én;-

aparente serolédgica entre las dos cepas de D. caﬁgctgnsis.

La brésen:xa de dos ‘lineas de prééxpitacion que ée ubser?aﬁ'reﬁl‘“
la prueba de C.I €., con lns sSueros de los animales ‘infectédus
exper:mentalmente nbedece a que se han puestn de manxfiesta dus
‘determinanteslantig‘nicos. El hechpr de  que VE}- antiqann '§2¢‘1

preserte mas temprang anticuerpos precipitantes en cumpara:!énf.

con el antigens #1 se refléja enla cantidad de’ protelna que se L“u'J

presentgﬁon en ambos antlgenné bor el m‘tddnfde Lawrv. .

.Camn se abserva en la 1. D D. y' C 1. E.. en. la_:cuél_-el“‘”

ifnrmado por la d1fusxén es_ :éncavo ia]rededn'
indxca que-en 65ce, sU uifusxén es mag lenta. a51 cnmo»suv

fmalecular es mayor que el del antxﬁuern.




Ecstos resultagus spoyan los obtenidos por otrows aucu;es 14, 2ar
que D. congolensis estimula la proguccidn normal de
ant1cueraa5; Y Qulzas resida en la pared celular y que @i nivel
de anticuerpos de ia respugsta i1nmune depende de ia‘cant1dau Yy

naturaleza del antigeno. (27)

For otro lado. €l no haber localizade anticuerpos precipirtantes
en las pruebas de 1.D.D. ¥y C.I.E. con las sueros problema  de
ovino, .en comparacidn con los sueros control de CONEJo, puede
ser debido al método de inmunmizacidn gue se llevé a  cabo,
pgestﬁ'qué el micrabrganlsmu produce respuesta inmune lncai en‘
forma natural con 1a consecuente praduccisn de inmunogalobulinas
<ig) de protec:1éﬁ epitelial v de Eeaccxén pfimarja (igﬂ e
“IgMy; a d;ferencia de 1la fnﬁma exneFxmental en Eanejus dande }a
inoculacién 'IM  del antigeno produszta una résﬁueétg ';nmdné
general (1gB). Aunado estc a la falta dg peri;tEncié del

microorganismo asociado a la de factores pradisponeﬁtes ta}e§
caomo lluvia y humedad prolongada . principalmente. . pudieran ser
-responsables patra la diferencia de la " presencia de ‘animales_f

" seropositivos.

asd mismn:es dificil cnhpafér ‘les répnﬁtes de. 1a réépueéta

:iﬁh@ﬁalﬁg}ca ~de. los ‘aniﬁSles :infgciéddé nacuralmentev‘ pur?
~Derma£bfifcéis; 'pﬁrﬁﬁe‘~éx} antlnenn» usadcj-En‘uiogi Estudqu‘
55rnlégxc05 fue preparado por varios métodcs» (37, 4&). ,Est°5ﬂ

métudos reportadoﬁ indlcan que El uso de antigena sclﬁﬁ}e; uél“

.sq




cual es Bl sobrenadante libre de células como el antfwernc de
glecoién para detectar anticuereos en los animales. lo cual es
mu} poco probable pussto que s han encontrado que la pared
celular de la bacter:ia, es 1la que produce induccidn de
anticuerpos 9 son facilmente demastrados por la mayoria de las

pruebas serolégicas utilizadas. (4, 26, 27)

Pruebas. mas sofisticadas como el uso de E.L.J.5.A4., han
seﬁaiada la existencia de impartantes variaciones de
enfiﬁuerpps en el suero y la piel Ye los animales infectédpé;
. esgué estudios indican que hay un aumento de anticuerpos en el
suero de la subclase IéE 1 v 2, 1o que ocasiona ﬁué pasen'é fa
éupar?i:ie_de la piel; pot un proceso tra?udatlvn. Los ¢tftulos
‘_QExIQA en el.suero son- bajos, sin Emﬁavéa aumentan los nive}es‘
en la superficie de la #iei, al igual que las {gﬁ, esto suglefé
‘ﬁue cualgquiera se produce  por Extrac:i&ﬁ. de la circdlaﬁién
cutanea como resuttado del_incramentn,vascuiar Yy vpermegbiiidad

epidérmica. (10, 19, 21, 45)

La‘médida de anti:uerpos en la supérficie‘de la piel pudiera en
el futuro proveer-.una altérnativa ¥ pasxblamente 'dh‘ ﬁéendo
superxur como'una prueba en el suero para la evaluaciéﬂ de “la
hespuesta a la adm1n15tra:ién local de vacunas dlseminadas para,i

“aumentar la 1nmunidad de la5' enfermeoanes _de ‘15 pxel Esto'

gpuede ser partxnularmente relevante para'el desarrolla de ia“

vacunac1én :nntra la Dermatnf:lusxs.‘

o




CONCLUSIORN

- En base a los resultados cobtenidos en e) presente estudio, se

puede concluir 10 Ssiguiente:

La  Torma experimental de inoculacién en congjos | praduce

anticuerpos tirculantes gue pueden ser demastrados por 1.DJD. ¥

'C.I1.E.. Los métaodos de cultive vy microscépice. . para el

.diagnéstico de infecciones de Dermatophilus congelensis - - pueden

auxiliar a las pruebas inmunolégicas.

' Se recnmxenda - la eEtandarx-acxén - de ) técnicasv péra las

preparaCién de antlgenos de Dermatophnlus congolensis, con la’

:ual se obtendran resultadns unlfnrmes en. los lugares dnnde.;se

pretenda realizar asta técnica.

Ltos rezultados- obtenidos con’ el suers hiperinmune de tonejo’ en

S C.I1.E.,  tienen la ventaja QE.QEh rapidds yf cunfiéb!g5;f'en;;:

comparacién con la otra-prugba-de diagnéstico.

NQ be QEtectaron antlcuerpns en n;ngunu de qusuerdsfdé ,nv{nﬁ

qua fueron prncesadns para tal f:n. ‘_;i *1 R

'Los estudins nara cnnncer la dxstribuc:én de la‘ Der@afcfilps s

n'Estro pals. deben :untinuarse.




2rda de Sodio
Atida de Sodio

figua destilada

wF E M DI CE

0.1 M,

NANB (eeeneearessssecanssnssoccsnsn =

P I I L L

_Butfer de Fosfatos pH.= 8.2 (FBS).

Eloruro de sodia NaCl ........:-............}-..-.

Fosfato de potasio dibasico KzHPD4 isesescensasasnn

Fosfatn de potasio monobasico KHzPD4 seemsmanevenma

Agua destilada

Buffer de Veronal (Barbituratos).

Acido 5,5 dietilbarbitdarico CeHizNzOm «.....i-.

Agua destilada

’C1tratu de Sodxp 5/ -
‘Citratu de scdza NaauaHstZHzD

'Haua desttlada

R L L R I N I I A T

3.25 gr.

100C ml.

B.OO gr.
1.21 gr:
0.34 or.

1000 ml.

'1 bb qr.

5,5 dietilbarbitdrico CeHiaNz0OaNa e r i eiesewasde 124 74 gﬁ.

1000 m1. "




Se — QDLucxén Colorante de Negro de meno.:
- Neqlrn de amido (Naftaleno) .........-.... tessan.es 1,00 gr.
~ MEEANDL .o aieteaiara i et et SO0 ML,
— Acido acético glacial e cmetme e 100 ml.

~ AQUa destilads ...c.c-iiccmavaecaerserectannoarnane 400 ml.

&. -~ Solucidén Decolorante de Gelas.
~ MEEANOL tsncernanseaatantnaae ataanbtanaiaeeasan. SO0 ml.

‘- Acide acético glacial e i e ia i eid et aea.. . 100 ml.

- AguUa destilada .. ...veaiaceaarionannn fheiceccio-. 400 ml.
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