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N 1 ~ Ü U U L ~ ~ Q ~¡ 

J.'~r1\;rO ce J,:>S entermedades o.:1cter1anas- Oe l~ la 

l•erm~tof1ios1s r1a coo1~.:-.do int"erés no soio Sl.I TrectJenc1 a. 

51no oor la varl.edat:I de lesiones aue crcduce.. las cuaíes en 

ali::il..inas e tao as oarec1oas ias provocadas cor ot:ras 

Esta. entermedad oenera alteraciones de ·los hab1tos- oe oescanso 

~ al1mentac16n del animal. con la consecu~n~~ oérd1da de oeso~ 

lo cual coincide con otras 1ntecc1ones de la 01el. oue orovocan 

orur1to. cor lo cual es imoot .. tá.nte el d1a9nóst=1co certero de la 

enfermedaa. 

Así mismo en diversos aaises. donde los ovinos son qran 

1ndustr1a. este padecimiento de considerable 1moortanc1a 

económ"tca. Las aérd1d.as ec:on6m1cas son or1nc1palmente oor·-ctan:os 

en la .01el y lana de los ánima les ini'ec:tadOs. c.~:.· 22> 

1-\demás· del darlo a los an1males •. la enTermeoad también es. de 

~moor.tanc1a pat"a la sa11...1d pública ya oue. se han ,~·eo~rtado 

.. ;;.101..1'1os .ci.\~os.en humanosª -~101 

La or.ime'.ra c:omu~·i.caéion de la entermect'ad oc:urr16 en 1c;i-15 . . . . . .· - .. · . 

. sac:~c;.n.~n en e:l afl:tii;:a:10 .. Ccin9o',.:E;.i~l~a· :<.h~_ .... - zc:\lre,-~-



consoLen.Sl't.S "1Jermatof1los1s. ¡_._.,;,,_:, ur1.:> ~n-c1aeid e<;:.c>eci11ca dr.o<l 

oanci.do oov1no. y oue oostei·iormen-..:e T'.-le descr1 ta o·.;1no=.. 

caprinos. uqLt1nos v 2nimales 5.?.lv-:> .. 1es. l.Jcsoué$ a la entermeoad 

$e le 1ntt•odu~o el término ''Streototr1cos1s cutánea'' 81 

a~ente St.replolhrix conefOLenst'.s ol cual no tL1e aprotiaoo. f.101 

Aunaue algunos autores hLln estudiado el. C'iénet·o Derma.loph.í l. u..s 

tratanao oe amol1arlo con otras oos esoec1&>s D. pedis y D. 

dorma.tonom.i..u;;.. estudios serol691cos y bac:t:er1ol601cos han 

demostrado cue estas ceoas pertenecen a D. con6otensis. siendo 

esta la única especie del género. la cual es Tinalmen~e 

establecida en la ~amil1a Derma.lophita.eeas dentro del orden 

Aet inom.ycelaLes. t 16> 

üe1·mato-r'1 losl.S ha sí do deteC:tada en diversos anima.Les 

domésticos y salvajes. y se ha encontrado cue est~ diseminada 

mundialmente. tanto en regiones- templadas como trooic:ales. (5. 

1•» 

El m1croor9an1smo Dermatoph!tus con.gol.en.sis pesar de su. 

~oar1enc1a cte hongo. Y.de su ciclo de v~da multim6rt1co .. es una 

t1acter1a Gram oosit1va. á.é:ido resistente negat1vo. 

m1croaerot1. l ico. Este oresenta. ca.racter-1.stic:as 

e'""p'ec!a.les. en cuanto a su. 'forma de reproducción. En e.l estacio 

·1n'fect1v·o se pt .. esenta como .cocos -móviles. 1-lamados zoospor:-as!'·. 

éstas crecen y qerminan d~rydo luqar. filamentos 



thifas1. éstos se alarqan y se forman tab1que5 transversos. Las 

hifas se ensanchan y se produce una tabicaci6n adicional 

varios planos hasta oue las hifas se dividen en una serie de 

aqrupaciones formando paqUetes de cocos que llegan formar 

hasta ocho esporas~ se liberan las esporas de los polos de 

al'gunos filamentos y el ciclo prosique .. En condiciones 

favorables de crecimiento maduran y los del9ados filamentos se 

rompen liberandp zoosooras activas~ posteriormente las hifas 

maduras y las esporas jovenes se encapsulan en la piel del 

animal. <S, 16, 32) 

Crece microaerofilicamente 37°C en un medio enriquecido 

sólido liquido. En medio sólido c~mo agar sangre su 

crecimiento depende del tipo de inóeulo; si 6ste contiene forma 

filamentosa de .1a lesión. la co'lon1a se desar'rollarA 

aprcmimadamente de 0.'5-1.0 mm de diUetro dentro de las 24-48 

hora~, las colonias son de superficie rugosa, semejante 

"enc::aje" y de.consistenciS dura da color bianco-cjris~ea .. En 

cambio en log subcultivos las colonias son planas, bril~antes y 

de-consi~tencia cremosa, colOración amaril1o~anaranjada, con un 

r~ ido crecimiento a las 24 hor'au de irl~cu~adas y la b•cteria 

predominántamente c:ocoide. ,Ambas 1ormas tienden a adher1rse 

en ·1a_ süperfiC:ie_ .'del agar~ ,dando una beta-hemói"fsi6. (9~- 24) 

su. ·crecimiento ·es mAs .. r.A.pido ··en un medio .liquidO. como infu&ión 

¿e~ebro-é::o·t~a'~~·· tBHI>. :Dentro· de lam pr1.~eras ·24 horas. 1á.s 



colonias pequenas, vellosas.. son v1s1bles 

medio. Algunos aislamientos "f'orman peliculas 

el 'fondo del 

la superficie 

del liquido. No crece en medios c:onten1endo antibi6t1c:o. (5, 161 

Bioauim1camente, fermenta la qluc:osa, fructosa, galactosa, 

iriulina y maltosa. Este germen es bastante proteol~t1co, 

desdobla la urea, peptoni::a la . leche tornasolada, licáa la 

gela~ina y el medio de Loeffler, produce 'catalasa, pero no 

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



EPlDEMlOLOGlA Y PATOGENESIS 

f\ún existen ftlUchas dudas acerca de la transmisión del aoente. 

se sabe aue las costras y escamas de animales infectados 

Qeneralmente contienen elementos vivos. aOn cuando los animales 

se estAn recuperando las costras y escamas se desprenden. 

sugiriendo que un animal contaminado oodria infectar a otros 

con el m1croor9anismo, pero investi9aciones ralizadas. han 

intentado aislar el germen del med10 ambiente con resultados 

infructuosos. dada por su cobre ·caoacidad de sobrev1vencia 

cuando estA 1uera de la inteqridad del animal: sin embar~o lo5 

·animales contraen la enfermedad al exponerse an1mal 

enfermo que actóa como fuente de 1ntecci6n, ~a gue las 

zoos_poras son transferidas rapidamente de ov1no!li infectados 

1os susceotibles t42>. AdemA6 del contacto directo, en 

determinado momento puede manifestarse patogenicidad. cuando 

se altera la barrera de~ensiva de la piel por acción de 

factores pred1sponentes c~mo humedad prolongada, vectores oue 

transporten las zoosporas (23. 25, 49>, traumatismos. y 

deficiencias de microelementos como cobre, zinc, proteinas, 

Acidos gra~os y v1tam1na A. 

Asi.m1smo se ha encontrado Que se asocia con aqentes virales 

<Ectima contac;úoso> y que. produce lesiones m•e severas y 

persistentes en los animales a1'ec.tados. tl, 15. 36. 39J. 
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lesionadaª las esporas 

cenetran oor una emulsión der1vada de las secreciones sebáceas 

y proteinas solubles lncluvendo anticuerpos derivados oe la 

qlandula sudot"'ioara a la epiderm1s en donde se disemina .. (451 

La nueva población se escapa hacia el exterior. afectando otros 

lugares de la piel del u otro hosperadora Esto est.i. 

apoyado estudios histológicos. que indican aue D. 

con~olen.sis invade células vivas de la ep1oerm1s del estrato 

córneo. Las formas filamentosas y cocoides también observan 

gl•ndulas sudorioaras, y sebáceas as1 como :toliculo pi loso. 

los cuales le perm1ten el paso para su diseminación <S. lb. 

47> 

Las lesiones son caracteristicas, y se encuentran 

principalmente en cuello, dorso y parte ventral del cuerpo. 

~ero pueden e:ttendersa a e><trem1dades. rabo, ubre y eser-oto 

maches. <9, 14, 24, 43, 47J 

Cuando la les1ón cicatr1za,. queda costra seca con 

hiperpiqmentac1ón del ~rea y alopec1a. En el microscopio se 

observa, acanto! 1sis, paraq~eratos1.s, hiperqueratosis .. asi- como 

un aumento de vasos -s~ng1..11neos <vénulas ·y ~api ~-:'-re.g~ en la 

·:ep1dermÚ;;.. lo"s cuales preséntan dilatcic16n y con9est16n e 

últensa· irl'filtración de neutr6f1los ·y leucoci.tos:; aunaue las 

ar"~eria::; .. de la del"'ffiis no suf.ren· al~~rac.ión •. (3, 10~ 4?) 

b 



~lNTDMATOLUGlA 

La Dermatofi los is en ovinos (lana apelma;:ad.:i. dermatitis 

micotica) a"tecf;a las partes cub1et"·tas con lana. Los siqnos 

tempranos son ~reas ei-1 tematosas, sequida.s de engrosamientos y 

e:a.tdado de la piel, para. finalmente determinar la tormaci6n de 

costras., éstas circu!ares y discretas. la superficie 

ventral son cóncavas y l 19eramente h(lmeoas. de la 

piel cuando la lana crece y es posible que éstas permane::can 

unidas, pero si las fibras se rompen pueden desprenderse. En el 

eKamen visual pueden observarse normales, sin embargo a la 

palpación lBs fibras revelan que están unidas por el exudado. 

En casos cr6n~cos las. costras y las fibras de la lana unidas 

el las pueden permanecer adher1das la piel, produciendo 

engrosamiento y endurecimiento de la misma. (9, 16) 

El Sindrome conocido como dermatitis proliferativa o pudrición 

'del pie en fresa tStrawberry Foot Rot> ha sido reportado 

ovinos en Escocia. C16> 

La enfermedad comie1,:::a con una inflamación edematosa en la 

pi.erna, en cualquier punto entre el t· odete coronario y la 

rodilla del animal,· cualquiera de las cuatro extremidades. 

todas.pueden estar afe~tadas, después el proceso cambia una 

terma enuda_t_iva a la form~c,i6n ~e coStras grande~ con ~· pérdtda 

de la lana o pel6. S:i se remueven 'las costr.as. se observan 

7 



Ulcera.,; con ountoB n.,o:incw1·ac...ico~ que dan la aoariencia de frc~": 

Sl. ·no hav comolicac16n secundar1a. no se observa co.1er-a .. y lag 

lesiones sanan esoontAneamente. Estas lesiones son mas del9~das 

y ce color ámoar en Areas cub1ertas por pelo la c:aoeza .. como 

en las ore.1as .. comisura de los lab1os y pi.el de la nari.z, y en 

io·s machos afecta el escroto. (9. 16> 



lJlAGNOSTICO 

Par·a el diagnóstico en el laboratorio se debe envi.ar materJ.al 

de lesiones activas. Los microor9anl.smos est.i.n dispersos en 

número peqLtef'io y en ocasiones son di fi.ci les de local izar en 

Trotis de lesiones crónicas o en procesos de curación. (5, 16> 

Para el di.aqn6st1c:o m1crosc6oi.co de las muestras es necesario 

prepapar frotis tef'íidos con colorante de Giemsa. ya c¡ue el 

agente muestra afinidad muy fuerte•por este colorante. el cual 

los filamentos se observan de un color azul tenue. Se pueden 

utilizar otros colorantes como azul de metileno o colorante de 

Wright. (5, lb) 

Una técnica recomendada para el cultl.vo de este microo~qanl.smo, 

se basa en la liberación de zoosporas de la bacteria, despu6s 

de la humectación de la misma y de la quimi.Otaxis al dióxido de 

carbono <S-10%). Los fragmentos de las lesiones se colocan en 

frasc:Os o tubos., agrega 1.0ml. de aqua destilada y se 

mañtiene durante 3 1/2 horas a 37°C. El sobrenadante se inocula 

en un. medio sólido y después esto se coloca Jar·ra de 

desecación, a la cual se le reduce la tensión del ox~geno por 

_medio.de.una vela enc:en.dida'y se incuba a ::S7°C.por 24:.-49 h0ras. 

'El" examen del frotis teftido se debe ·efectuar con -- ob.Jetj.vo dé"" 

inmersión, y 

f·ra_9mentados. < 12> 

·padrAn observar · los clA::>l.COS 



inmunoabsorbente inerte ELISA>. como de reacc16n secundaria (p. 

eJ. Inmune d1fus16n doble en qel I.D.D.) para ldenti"ficar y 

medir la respuesta inmune humoral c10. 19. 20, 27, 28, 30, 35, 

38, 40, 44, 45, 46>. Sin embargo éstas presentan e: iertas 

variaciones, puesto que han descrito varios procedimi.entos 

para obtener los antigenos de D. COrt$OLensis, estos métodos se 

d1ferencian entre si por la cantidad y oure=a de los antigenos 

que pl"oporc1onan. (4, 26, 31, 37) 

Por lo tanto a continuación se describe una evaluación de las 

prL\ebas de 1nmunodifusión doble en gel (l. D.D. > y 

contra1nmunoelectroforesis (C.I.E.>, como medi.das de detec:c16n 

de anti cL1erpos de D. consot~nsis ·. en sue1•0 de in'fecc: iones 

naturales de ovinos y animales hlper1nmuni=ados. 

Para efectuar las pruebas !.O.O. y C.I.E., se requiere del 

empleo de antigenos solubles y paquetes celulares de O. 

con.,Jot9n.s~s. (41> 

La prueba de inmunodifusión_doble en gel, es una reacción de 

precipitación en un medio semisólido, en la 'que la di1'usi.ón de 

un an~Lgeno y de su ant1c:uerp6 homólogo da como resultado la 

t~rmac:16n ·de li~eas de p.reeipitáción' v{sibles., el 

donde Se encuentran las conc;entr~c:.1ones óptimas del -cln't.i9e:no-

10 



del anticuerpo. l=.n esta prueba tanto la solución del ani;l.geno 

como la del anticuerpo, se separan inicialmente-por una zona de 

gel~ la que posteriormente ambos reactot"es se difunden. (6, 

35> 

En la prueba de contrainmunoelectroforesis, tanto el ant~geno 

como el anticuerpo simultAneamente son sometidos a la acción de 

un campo eléc:t~1co en un gel de agar con pH.=8.6: en éstas 

con~iciones, los anticuerpos casi no tienen carga y por lo 

c.onsi9uiente no deber.lan tener mov\miento electrofor6tico. Sin 

embaroo se desplazan hacia el polo negati~o <c•todo> causa 

del movimiento electroendosm6tico. Al mismo tiempo, el ant~g•no 

de carga negativa, debido a la corrien.te ~l*ctrica, se dirige 

hacia el polo positivo <Anodo). En. esta forma el ant~geno y ·el 

an~icuerpo se encuentran y reaccionan formando una line~ _de 

p~ecipitación visible. (b, 35) 



TRATAMH:.N ¡u. L..UNlRlJL 't PREVENCIOM 

En los animales e! método usual de tratamícnto de esta 

er1fermedad cons1ste el uso e:~terno de meC11camentos .. en 

leves el sulfato de cobre, tintura de yodo, sulfato de ootas10 

aluminio. Sin embargo se recomienda el tratamiento pat~enteral 

en casos severos con oxitetraciclinas de acción prolongada 20 

mg. /t:::g (dosis (lnica) resultados sat1sfac:tor1os. Otros 

antibióticos como pen1c1lina. estr~ptorn1c1na o el cloraTenicol 

no han sido adecuados para el control de 1a in~ecci6n. <s. 13, 

16) 

Por otro lado. se han investigado el uso de vacunas y en la 

mayor~a de los casos los resultados 

esta razón se deben 

epidemiológicos para 

enfermedad .. (5. 16) 

tomar 

evitar la 

decepcionantes. Por 

cu.en ta. !Os aspectos 

oresentac ión de dicha 



O B J E T I V O S 

Por lo anteriormente enpuesto, proced16 a plantear los 

siguientes obJet1vos: 

Ar Aislamiento e identificación de Derma.tophitus eond:olen.sis, a 

partir de costras de ovinos, positivas a Ect1ma contagioso. 

B> Producción de antigenos de Dermatophil'US con15'otens:Ls, para 

las pruebas de inmunodifusi~ doble gel y 

contrainmunoelectroforesis. 

C> Valorar las pruebas de inmunoditusión doble en gel y 

contrainmunoelectroToresisT como métodos r~idos y espeCificos 

para el diagnostico de anticuerpos cont~a Dermatofilosis en 

sueros de conejos, en forma experimental. 

D> Probar mediante las pruebas de inmunodifUsión doble en gel y 

~ontrainmunOelectroforesis la p~esencia de anticuerpos contra 

lá'. Dermato'filosis en sueros de· ovinos _infectados en 'forma 

natur-al. 



MATERIAL M E T O O O S 

Se anal1:aron ocho muestras biol6g1cas <co~tras) de ovino, 

pos1t1vas a Ectima contagioso <comun1caci6n personal por el Dr. 

lórtora. Protesor de la FES-e Oepto. de Patolo9~a). Las 

muestr~s fueron pulverizadas sobre los porta objetos y se les 

agregó soluc16n salina fisiológica durante 20 minutos para 

reblandecer las muestras, para después macerarla finamente, las 

_laminillas se de,iaron secar y posteriormente 'fueron tef'hdas con 

colorante de Giem~a ( 1: 10) y se procedió. a su observación al 

microscopio con objetivo de inmersión e·ncontrando en una de las 

muestras (ovino 022) la presencia de gran cantidad de 

filamentos fraqmentados. 

Se-procedió a aislar al agente patógeno sospechoso. De las 

fracciones pulverizadas se depositaron en frascos con agua 

destilada (1.0 ml.) y se mantuvo a 37°C durante.3 1/2 horas 

una Jarra de microaerofilia con una vela encendi~a, para 

prciducir di6Y.ido de carbono <COz)· aproximadamente un 5-10 ~. 

Pasada el tiempo de cultivo, la superficie del sobrenadante se 

inoculó con una asa bacteriológiC:a-en a9ar sangre con 57. de 

sán9re b~vin_a .. se inc~bó~ a ~7°C· _por 48 horas en la misma· ~arra 

""µe Coz; con· objBto de 1 ibcril.r la fase m6vil ··de -la .. . . 
Pa~ado el ·~iempo de in~Ub_~ción Se réal.izó ·1·a tl"nc:.iOn de Gram· '-ª. 

las ·.c:O~_on'1as sosi:iec:~osas d_e D. c~tens'i.s, ~i...t96s~S 

. ~'ar~a·da .3.dher~·~c:.ia·.a1 agar·· s~ngre .. d~ 0~.5~1~Q mm.· de 

14 
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m1.croscoo10 con ob.1et1vo de inmersión en el cual se observó los 

e lás1cos ti lamentos Gram (+) del mic.roorqanl.smo. 

Se reali:::aron pruebaS oara la identifJ.cación de la bacteria por 

medio de su~ cat~acteristicas bi.0Quim1cas en la cual se comoar6 

con los de la cepa de referencia· (obsequiada amablemente poi~ 1a 

Un1vers1dad de Iowa. E.U.> <5, 7. 14. 16. 32> 

PROOUCCION DE ANTIGENO 

Los organismos fueron identificados i;:omo <cepa de 

referencia> y #22 (cepa de ovino aislada>, J.nocularon 

ac;iar sangre a 37°C con 5-107. de coa cor 24-48 horas. 

Se tomaron la& colonias de agar sanQre. posteriormente ge-

1ncub6 a cada cepa en difE?rente matraz de 2000 ml~ con BHl 

estéril. éStos se colocaron en ba~o maria a 37°C con movimiento 

osCilatorio durante 96 horas, para romper la pel!cula que se 

forma en la superficie liquida. 

Se procedió a inact1v':'-r los "m1croor9an1smos. con formaldhei.do 

al 1%. los cuales se dejaron reposar a-37°C durante 24 h0ras. 

Se c:entr1fu9aron las biomasas a 10.000 x .9• durante 30 minutos, 

15 



dt:os.pUé!o:> se procedió a deCtln't..:.,1' '""~ l.1.qu.Lao s.ubrenadant:e, p.a1 .:: .. 

sepC\t'<=H' las dos porciones obtenidas. 

Obti:=nc16n de antiqeno celul~r <WC-AqJ; •;;;e obtuvo dc•l sedimento 

centr1fugado a 10.000 9. Este paquete celulat· lavó 

completamente de la s19uiente manera: 

-Se deposito en tubo de pol1et1leno de centr~tuqa y agregó 

30 ml .. de ci9ua destilada esti:tr1l, se colocó el tubo un 

agitador (Vorte~~-genie>, y se volvió a centr•ifugar a 6,000 >< g. 

durante 15 minutos; se decantó el sobrenadante. 

-D~spués se procedió a la ruptura de las células mediante un 

son1cador 16,000 de amplitud durante 20 minutos, ha$ta que 

se obtuvo una suspens.Lón homogénea de ambas cepas. 

-La solución se depositó en una membrana de diális1s 1 para 

eliminar el exceso de forma~dheido, contra agua destilada, 

durante 72 hor•as. 

A ambos antigenos se les determinó la protei.na aor ·el método de 

Lowry. ( 18) 



PROOUCClON DE SUERO HIPERll"'MUNE 

Para la real1zac16n de la oroaucci6n de suero hiper1nmune 

util1;:aron cuatro cone.1os adultos, all.mentados base de 

concentrado y agua ad-tíbttwn. 

A todos los coneJos se J.dentif1caron por medio de un nOmero 

la oreja, y posteriormente se obtuvo sang~e ~e cada animal~ y 

dejó que se formara el coAgulo, el cual se separó del suero 

y fue posteriormente centrifugado •a 1,500 9. durante 10 

minutos, éstos s1rv1eron como test1qos de que estaban- libres de 

la enfermedad. 

A los conejos tu y #2_ se les J.nyectó intramuscularmente. C IM> 

0.3 m~. de WC-Ag~ cepa ttl, m~s adyuvante 2ncompleto de Freund. 

A· los conejos #3 y #4 se les inyectó IM. 0.3 ml. de WC-Ag. cepa 

_tt22, m~S adyuvante incompleto de.Freund. 

La·aplicac16n Tue de intervalo de 7 d~as durante 5 semanas. 

Se tomárOn muestras de sangr•e a: las 24 horas después de la 

segunda ir.Yecc16n~ para separar el suero hasta que se 

Torffiado· el cc:iágulo sang~.ineO ~ l~Soo. x-g~ duFarlte. 

"~e', g"Úaf:d-6 .en c:oOgeL~.c:16n· 

an,.á.li°Sl.Sa 

-2oºc J':las:ta .el momento·· -de 
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U& fENClON DE SUEF.0 FF.OBLEMA 

Se tornaron 128 muestras de sangre de ov1nos con y sin les16n de 

p1e1. de d1terentes re91ones de f'lé:oco. su mayor.1a del 

centro del pa.1s. 

Se sanqraron a los ovinos de 1~ Yena yugular con c:iguJa #22 y 

con tubos "vacutainer" Cal vacio}, separo el suero del 

co49ulo sanguineo. 

minutos. se guardó 

su análisis .. 

ORIGEN 

D. F. 

Edo. de México .. 

Edo .. de Méoxic:o .. 

Edo. de Mé:.tico. 

Edo. de México. 

Edo .. de Mé:1íco. 

Guana.1uato. 

centt"'1 tu96 t.soo 9.. durante 10 

congelación a -20°C hasta el momento de 

No. DE SUEROS 

RANCHO e/lesión s/les1ón 

Ajusco. 08 

Chapa de Mota. 20 

La Palma .. 20 

La Paloma. :?O 

La Tri ni .. 03 17 

sta. Elena .. 2o 

El Da.pe. 20 



INMUNODIFUSION DOBLE EN GEL 

Se orepararon oorta ob.1etos con agar ourif1cado al l'.;'.... m.As 

Buf~er Veronal con un pH.= 8.2. más az1da de sodio al 0.1 M. 

(ver pa9 .. 20>. dejó gel1ficar~ después conservó en 

cAmara hOmeda cor 24 horas a 4°C. 

Los qeles se perforaron con el molde para hacer or1fic1os de 3 

de d1~metro y con una seoaraciOn de 4 mm ... con sistema de 

cuatro y seis fosetas perif6r1cas Cara el ant1suero y con una 

feseta oara el ant1géno <ver pag. 21J. 

Los orificios se llenaron con pipeta Past~ur. el ant~9eno en el 

centro y los sueros alrededor. 

Las laminillas se colocaron en una camara h<uneda y se de;,ó que 

se incubaran a temperatura ambiente durante 49 horas. 

Las laminillas con la cAmara h(lmeda se colocaron a t·emoeratura 

.de"4°C por 24 horas. 

Se realizo la lectura para locali.zar l.ineas de 

precioitac1ón visibles t~rmjnada la incubación. 
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INBUNODIFUSIOW Eft CEL. 
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SO ml.. qr. 

Kzll deatilada 
con~or•e 8sta se va evaporando 

5 "1. 

íl····. ···.··.·. ==::::·~ D .·•· íl. · .. ·· 1 o'?o
0
o o0oº4 .. . 

. ·.· O·O· 00 · · ····•. 
Sol. d• Antf .... a · · ·. ·. ;r,;tbü~ra. 



•c.R.
( +- } 

Ac:. Aq 
. ' 1 

1 1 

CD 1 o 1 

6 
o o 

A<4 "9• . 3 .... 

cb0 
00 

ºº 
ªº ºº 00 

2l 

:J -· 
o Q ____ 

oºº~-
-¡_ __ 

o o- -r-

...... 
·I 

OO. 
00 
00 



GüNl"RA l NMUNOELEL l"küf un~s i. s 

5oore una olaca de o.iástico se colocaron los porta ob.1e-cos. en 

ellos se deoos1tó una soJ.uc16n de agar our1t1cado al li' •• má.s 

l:tufTer· Veronal de un oH. =8. 6 y de.16 gel i t icar. 

Se real1zaron oertorac1ones en lineas pat•alelas en el a9ar de 3 

mm. de d1ámetro y con una seoarac16n de 4 mm. entre cada linea 

~ver pa9. 21}. 

Las mue"'iltras de suero se colocaron con 01peta Pasteur en el 

or1T1cio mAs or6xirno al polo posit1vo <ánodo), y el ant~geno en 

el or1t1c10 má.s or6x1mo al colo ne9at1vo (cá.todoJ. 

En ei recipiente de la unidad de electrotores1s, coloca la 

cant1dad necesaria de ~u1fer Veronal con un pH.~ 8.6. 

La placa con el gel per~orado. se colocó en el recipiente de la 

unidad de electroforesis, y se estableció e1 contacto entre la 

placa de 9el y el Buffer Veronal.. util.1.:ando tiras de papel 

filtro. Se aplica la corriente l6-8 mAmo/lamin1lla> durante 

hora '.30 Ri.1nútos. 

P<:>ster1ormente. se coloc:a la ola.ca.. de gel ;3. una te~per~tura de 

_4°C_oor_So minutos •. Se rea.11%6 la lectura para loc:.~."li::ar 1.1.neas:.

de preC.icitai::..16n .visibles al térm1nó de -la·· iQi:ubac10n. 
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LAVADO DE LOS GELES 

Los geles se en.1uaqa1~on en una soluc:.16n de citrato de sodio al 

5% (p/v} durante 30 minutos. con la f1nal1dad de eliminar las 

lineas de precipitación inespecif1c:.as que pudteran haberse 

formado durante la 1ncubac16n. 

Después los geles se lavan con Bu-ffer de fos"fatos lPBS> de 

pH.= 8.2 durante :24 horas realizando dos cambios de PBS. 

Posteriormente los geles, se sacan y se lavan con agua 

destilada durante 24 horas~ realizando do9 cambios de aqua 

destilada. 

Una ve% realizados todos los lavados. los Qeles se deshidratan 

a 37°C por 24 horas~ 

Ya deshidratados. los •geles se sumergen completamente en 

solución colorante negro de amida durante 30-minutos; una ve% 

teftidos los geles se colocan inmediatamente en solución 

~ecolor.ante, llevando a cabo varios cambios, hasta que los 

gele~ Queden lo m~s cl~ros posib~es y OMicamente prevale~can 

.1a~ li~~as ~~ prec1pita~·16n ·v~s·~·~ie:s-~· .. (6) 

La .PY.e"l=)aY.'aci6n de- . .-laa soluci_ones que se utilizaron 

trabajo se· e·ncüentran anotadas en e1·· apé:nd.ic::e. t?a:9· - 3~. 

23 
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R E S U L T A O O S 

ESTUDIO BACTERIOLOGICO 

De las ocho muestras tef"iidas con colorante de Giemsa. y que son 

positivas a Ectima contagioso, se logró demostrar de 

ellas la Qran cantidad de filamentos frac;imentados del 

m1cr"oor9an1smo D. conBol.en.sis. lo c:ual sugiere los resultados 

obtenidos por otros autores <1, 15., 3b,, 39>, de que los dos 

agentes pueden estar asociados al mismo tiempo en forma natural 

para producir lesiones cutáneas. 

De la muestra aislada #22 de ovino. a las 48 horas. al ser 

observada ·a1 microscopio, el frotis de tinciOn de Gram. su 

mor:fologia resultó muy parecida a la cepa tH, no as! en el 

aspecto de cultivo de agar sangre, que mientras la cepa #1 

sus colonias presentaron superficie ru~osa y dura de' 

remover, la cepa 4t22 al subcultivo, su superficie fué lisa, 

c:renlOsa y brillante; aunque ambas muestras tuvieron una marcada 

adherencia al medio dando zonas hemoliticas del··medio·, propias 

del m1croor9anismo. 

En ambos casas. al ser-·c:oinparada con la c:e:pa de ·. ret:e·r:·e·ncic\ 

UH>. la cepa· ais1a·da <#2??>• fue ·ident.ificada 

·~rite~ios.bioquimicos; ~er cu~d~o #1. 
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PRUEBA 

Cata lasa 

Glucosa. 

Galactosa 

Ureas a 

Gelatina 

Nitrato 

Indol 

Leche con tornasol 

CUADRO tt-1 

No. de la muestra~ 

'" tt::22 

:+ 

+ 

De las_prueba~ Ln vttrO efectuadas en ambaS muestras 

obtuvieron los siguientes resultados: 

SENSIBLE A ' 

Su~Tametatoxasol 

Linc:omic.:ina 

·TetraCi..:l ina 

·Estreptomicina 

Cafalosporina~ 

Eri.trom1c 1na, 

CefOto·~:~ na 

~e-11tami~inc:''. 

RESISTENTE A 

Penic:ilina 

Ampic:i l ina 



ESlUDlü SEROLOGICO 

Para la Pl'Oduc:c:ión del antlc1eno U•lC-Hq> o la cepa ttl en 8Hl 

mas conflL1ente, de l!qL1ido claro, en la cual P1'edom1naba más 

filamentos, por lo tanto tué necesario son1c~r el paquete 

celular repet1da.mente hasta que 109r6 homo9eni:arlo. 

embat'go algunos fllamentos oermanec1eron intactos; m1entr~s 

la e.epa tt22 p1~esentaba un liqu1do más tut'b10 y gran 

cantidad de :oospora.s libres. por lo aue se real1z6 una sola 

son1cac16n. puesto que "fue más homogéneo desde el pr1nc:.1p10 .. 

De la determinación de la oroteina por el método de LoWry. 

obtuvo los si9u1entes resultados de amboS an tigenos: 

CEPA !ti CEPA ~2.2 

- 1.074 uq/ml. - 1 .. 380 uq/ml. 

- 0.984 ug/ml .. - 1.722 Ug/ml. 

- 0.700 ug/ml. - 1.416 ug/ml. 

-'0.984 ug/ml. 

En cuanto al estudio serol6qico, en las. pruebas de: 1.0.0. Ó-~ ~e 

o_bserva 11ni:=.:i.;:; de? pr:i:::i.p~tac:16r:' en el· ant.19eno tt-1 en tod6s los 

.sue.ros.hi~er-inmL•ne-de los c:one.1os· in.oct.~lados; 

M22 se observa lineas de. precipitación hasta la cuarta 

tnocul.3.c.i·ón s6lo de los cone.ios 3 ·y 4. y en la cú.nnta 

1noculai:::.:l6n se observa que ias lineas de prec:ipitación·1 y 2 se 



presentó Lln desplazamiento con el a11tJ.gcno c.CHí las 

caracterist1cas de las respuestas de 1dent1dad' parc:1al. 

En las pruebas C. I.E. • se observa que el antigeno ttl detectó 

lJ.neas de prec1p1tac1ón tenues hasta la segunda 1noculac16n con 

todos 1 os SLleros. 

Pot• lo que respecta al antiqeno ü22 se observa que desde la 

primera inoculación forman dos bandas de precipitación muy 

marcadas con los sueros 3 y 4, a dlferencia de los sueros 1 y 2 

los cuales presentan una banda de precipitación tenue de5pu6s 

de la segunda inoculación. 

En ambas pruebas de 1 .. 0.0. y C.1.e •• no se observan lineas de 

prec1pitaci6n cuando se utilizaron los sueros de ovino en su 

forma original. 



D l S C U S 1 O N 

El diaonOstico Clin1co de !~ Dermatofi!os1s plantea una 

de d1f1cultades al confundirse con otras entidades oatol6Qicas. 

(1, 15., 36. 39) 

En Méx1c:o. al encontra1 .. se la presencia de la bacteria C33>.. es 

de suma imoort~i:nc1a realizar el diagn6st1co cet'·tero: al no 

d1a~nost1car correctamente la enfermedad. se disem1naria la 

bacteria., lo que oc:asionari.a grandes pérd2das. económicas <2, 

22>. Además, import~nte el diagn~st1¿0 temprano d~ l~ 

entidad al ocurrir los primeros casos cl.inicos, y de eSta 

manera poder. controlar la enfermedad P.or medio de medidas 

hi,giénic:as y/o· terapéuticas. 

Para el aislamient~ del orqan1smo., hay· que .'tomar" en cuenta el 

ciclo reproducti.vo del mismq, puesto oue presenta d05 i'OrmaS. 

de c:ocOs. <zo.ospot~a); y fi.lamentos" aunQue esta Oltima l'a 

- forma patognomónica del aqente. lo cual se· debe de apoyar e~ 

pruebas bioQuimicas, como· .10 múestra los resUltados obtenidos 

en este ~stud10, en la c:omparac:ión de las doS cepas. lo cua1 

indica_ que se .. trata d~l· mlSfllO ag~nte~ 

·presenta·· li.neas de precipitación ·J:On. 
·: .·. .. ," -. ·_ . :··. : •. . . · .... ' .. _ .. ; 

, n.f.nt;tUfHJ .:de ·10~ .suero~ .. h.~p·er~~-mLm~:?:_~dos·, ··e_S;t.o .ta.l 'vez sea por:::.e1 



tamaf'io y forma de los agregados anti9énicos. oues tal como 

mencionó en los resultados el ant.19eno tuvo que ser sonic:ado 

repetidamente y sin embargo algunos filamentos permanecieron 

intactos. esto hace que se produ=ca reacción en la prueba de 

C.l.E., donde el voltaje aplicado acelera más rápido la 

reacción. A diferencia del ant.igeno #22 en que predominaban mAs 

zoosporas libres que los filamentos. lo cual hace m~s fácil la 

difusión y precipitación con todos los antisueros y por lo 

tanto hay reacción de identidad parcial hasta la quinta 

inoc:ulac16n mostrada en los resultados. en la prueba de 1.0.0., 

indicando que las muestras ensayadas comoarten un mismo 

determinante antiQ6nico, y por lo tanto muestran relación 

aparente serol6g1ca entre las dos cepas de D. co7l8olensis. 

La presencia de dos l.ineas de precioitación que se observan· 

la prueba de C. I. E., ·con los sueros de los animales in'fectados 

experimentalmente obedece a que se han puesto de maryifiesto dos 

determinantes antig6nicos. El hecho de que el ant.19sno tt22 

preaente más tempr-ano anticuerpos pr-ecipitantes en corhpa.rai::'ión 

con el ant19eno #1 se refleja en la.cantidad de prote.ina que se 

present.aron en ambos an:tJ.genos por el m6todo de Lowry. 

Como se observa en la I.D.O. y C.J.E •• la cual el arco 

,'formado por:-_ la 4ifl:JSi6" es cóncavo alrededo·r ·del 

ind.ica que en ·este" sU di'fusiOn··es mAs- lenta .. ·as.1 co~o ._-su 

mo1eCu1.ar. es mayor. Cll:lª e1 .del .a~tis_uer:-o· 
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Estos resul"taou~ -•µoyan los obtenidas por otro~~ ~'<1..1t:ores \4. 26J 

que D. conaol.ensi.s estimula la p t•oduc: e 16n normal 

anticuerpos. y qu1zAs res1da en la par•ed celular y que el nivel 

de anticuerpos de la respuesta 1nmune depende de la cantidad y 

naturale=a del antígeno. <27J 

Por otro lado. e! no haber localizado anticuerpos precipit.:tntes 

en las pruebas de 1. D. D. y c. 1. E. con los sueros problema de 

ovino •. en comparac16n con los sL1eros control de coneJo. puede 

ser· debido al método de inmuni:ac:ión que llevó cabo. 

puesto que el mic:roor9an1smo produce re$puesta inmune local 

forma natur.J.l con la consecuente producción de inmuno9lobulinas 

<Ig> de protecc:16n epitelial y de reacc:16n primaria (lgA 

lgM>; a diferencia de la forma exper•1mental en conejos donde la 

inoculac:1ón IM del antígeno produzca una respuesta inmune 

general llgG). Aunado esto la falta de persistencia del 

microorganismo asociado a la de factores predisponentes tales 

como lluvia y humedad prolongada principalmente pudieran ser 

responsables para la diferencia de la presencia de animales 

aeropositivos. 

Asi mismo es dificil compar~r los reportes de la respuesta. 

inmunol691ca d~· los .:lnimales i.n1'ectadoa naturalment~ por 

DermatOfilosis~ porque el ant1geno usado en los estud10S 

serológic:os ·fLie preparado por varios métodOs (:~7, ·41>. Estos 

m6todos reportadOs indican qÚe el uso de :antigeno solub_la .. , él 
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cual es el ~obrenC'ldante libre de células como el anti·-Je'r.:.:, ue 

elecc i6n para detectar ant icueroos en los animales, lo cual 

muy poco probable puesto que se han encontrado Que la parad 

celular de la bacteria, la que produce inducción de 

anticuerpos y son 1'Aci lmente demostrados por la mayol"'ia de las 

pruebas serológicas utilizadas .. (4, 26,. 27> 

Pt"'uebas mAs sofisticadas el de E .. L .. I .. S .. A .. , han 

sef'S'alado la existencia de impot"'tantes variaciones 

anticuet"'pos en el suer~ y la piel ~e los animales infectados: 

estos estudios indican que hay un aumento de anticuerpos· en el 

suero de la subclase IgG 1 y 2, lo que ocasiona que pasen a la 

superficie de la piel 7 por 

de IgA en el suero son baJos,. sin emba1~go aumentan los niveles 

en la superficie de la piel, al 1qua1 Que las IgM 7 esto sugiere 

que cualquiel"'a se produce por extracci~ de la c:il"'culación 

cutánea como resultado del incremento va~cular y permeabilidad 

epidérmica .. C10, 19, 21, 45) 

La·medida de anticuerpos en la superficie de la piel pudiera en 

el fLtturo proveer una alternativa y posiblemente 

superior como una prueba en el suero para la evaluación de la 

respuesta a la administración local de vacunas diseminadas para. 

"aumentar" la inmunidad.· de· las enfermedades de la p'i~i.. Esto 

puede ser particularmente relevante. para ·él· desarrollo de la 

vacunación contra la Dermatofilosis.' 
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e o N e L u s I o N 

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio, 

puede concluir lo siguiente: 

La 'forma experimental de inoculación cene Jos produce 

anticuerpos circulantes que pueden ser demostrados por 1.0.0 .. y 

C .. I .. E •• Los métodos de cultivo y microscópico para el 

d1agn6st1co· .de infecciones de Derma.toph.il."US cOnlfolensis pueden 

auKiliar a las pruebas inmunológicas. 

Se recomienda la estandari~ac16n de técnicas para la 

preparación de antigenos de Dermatophitus cof\d'olensis, con lo· 

cual se obtendrAn resultados uniformes los lugares ~onde 

pretenda. realiz:at~ esta tóc:nica. 

Los resultados· obtenidos con el suero hipe~inmune de conejo en 

la c. 1. E., tienen la ventaja de ser, r~idos y confiables,- · en 

cbmp"aración. con la otra· prueba _de diclgn6stico .. 

r10 se uetec;taron anticuerpos en.'ninguno de-".105 suerOs_:d·e·-- OVi.nO 

~ú~_..f_ueron pr_oceaa~Os_ para ~a.1 fin. 

. ., .. . 
Los. estUdios. cara· conoce'r la· d~s·trib.uci6n. de· la Dermatofi los" is -·· 

:·e.n ~;Ou_esit--o · p·~1S. ·· d.e.bé·n c_ontin.uar~':'.1- · 



,.:, j-· ~ N 0 1 C E. 

1.- A:~da de Sodio 0.1 M. 

- A:1da de Sod10 NaNa ••••••••••·••··•·•••••···••••. 3.25 qr. 

- Aqua destilada 1000 ml. 

2.- Buffer de Fosfatos pH.= 8.2 <PBS) .. 

- Cloruro de sodio NaCl .......... ! ............................. B.Oo· qr .. 

- Fosfato de potasio dibásic::o KzHP04 ........................ t.21 qr .. 

- Fosfato de potasio monob.A.sico l<HzPO, ....... - ........... 0.34 qr. 

- Agua destilada .............................................. 1000 ml .. 

3 .. - Buffer de Veronal <Barbituratos>. 

- Acido s,s die.tilbarbitó:rico CeHuNzOa ................... 1.66 qr .. 

- 5, 5 d1eti lbarbi tárico CeH:U.NzOaNa ................... ·• 12 .. 76 gr • 

...;.. Agua ~estilada·····~······•••;. ..................... ·.:. .... 1090 ·_ml .. 

4.- Citrato de Sodio 57. .. 

- Citrato de sodio Na.DCCIH~72Hz0 .................. "'. .. :.... s."oo 'gr."'· 

- A9u·a destilada ........................... - ............... ~'··· :100 mJ.·. 
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'5 .. - !::ic:duc16n Colorante de Negro de Hm1do. 

- Neqro de amido (Naftaleno) ............................. 1.00 gr. 

- Metano 1 • . • . .. • • .. .. • . • • .. . • . . • .. .. • . • . . • • .. .. • .. • • . • .. .. • .. .. • 500 m t. 

- Acido acético glacial • .. • .. • • .. • • • .. . • • .. • • . • • • • .. • • . .. • 100 ml. 

- Agua destilada .................................................. 400 ml .. 

b.- Solución Decolorante de Geles. 

- Metanol ....................................................... 500 ml. 

- Acido ac~tico glacial ........................................ 100 ml. 

- Agua destilada ......................................................... qoo ml. 
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