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R E S U M E N 

La linfadenitis caseosa (LCJ es una enfennedad infeccio

sa crónica y contagiosa, de carácter enzo6tico que afecta a -

los ovinos y caprinos, causando p6rdidas económicas consider~ 

bles en la producción de estas especies, debido al decomiso a 

nivel rastro de las canales afectadas y a la reducción de los 

parámetros reproductivos. El agente causal es Corynebacte--

riwn ovis4 

Debido a que el tratamiento de esta enfennedad es de du

dosa eficacia y a que la diseminación de la misma dentro de -

un rebaño es explosiva, los principales esfuerzos encaminados 

a una posible erradicación de la enfermedad, están centrados

en la patogenia, la realización de pruebas de diagnóstico de

laboratorio ~. y en la producción de biológicos experi

mentales para la prevención de la enfermedad. 

Aunque la investigación en este Ultimo aspecto ha sido -

muy extensa, aan no se han obtenido resultados confiables a -

nivel campo con un producto biológico determinado; sin embar

go, se han realizado importantes descubrimientos respecto a -

los mecanismos inmunológicos del hospedero para combatir la -

infección por ~· 

El presente trabajo es un estudio preliminar para la el~ 

boración de un biológico a partir de cultivos de ~. 

el objeto de prevenir la LC en ovinos y caprinos. 

con 
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se hace un breve análisis de la LC, con especial interés 

en los aspectos de inmunidad y producción de biológicos expe

rimentales para la prevención de este padecimiento. Asimis-

mo, se elabora una bacterina experimental a partir de dos cu~ 

tivos de C. avis, realizándose las pruebas de evaluación per

tinentes al producto elaborado. 

Se concluye que la bacterina experimental elaborada reu

ne los requisitos necesarios para hacer posible su utiliza--

ción práctica, y que posee una buena antigenicidad, de acuer

do a los resultados obtenidos en las pruebas de evaluación y

el análisis estadtstico de aquellos datos que lo ameritaban. 

Finalmente, se propone un estudio a nivel campo con ovi

nos y/o caprinos para reforzar los resultados de laboratorio

obtenidos en este trabajo. 
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I N T R o o u e e I o N 



r N T R o D u e e r o N 

A.- Panorama General. 

Dentro de los animales dom6sticos, los ovinos y los ca-

prinos tienen un sitio especial debido a lu gran diversidad -

do aspectos productivos en los cuales se involucran, suplien

do las necesidades humanas en diversas fonnas (Williams, ----

1985). Sin embargo, en nuestro pa!s ambas especies ocupan el 

Gltimo lugar por su importancia económica dentro de todas las 

especies domésticas explotadas (Arbiza, 1979). 

Las causas de esta situaci6n son diversas, por ejemplo,

tenemos la falta de interés en los productores potenciales y

la quiebra de .los productores activos por la falta de progra

mas adecuados y tl'cnicos capacitados, as! como un apoyo guber

namental reducido y, en general por la falta de estímulos pa

ra fomentar y potenciar el. desarrollo de las especies ovina y 

caprina. Esto propicia a su vez lu importación de productos

congelados y anímale~ de desecho para satisfacer la demanda -

nacional, lo cual, junto con el llamado intennediarismo exis

tente entre productor y consumidor, también dificulta notori~ 

mente el desarrollo productivo de estas especies en México -

(Salas, 1988) . 

Como consecuencia indirecta de esta situación, las enfeE 

medades que afectan a estas especies son consideradas de ese~ 
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so impacto económico, lo cual es un error de apreciación gra

ve, puesto ql~e el pl·oLlema es de muyor envergadura desde el -

momento en que estas enfeuncdades se convierten en otro fac-

tor limitante de la producción (T6rtora, 1988). 

Dentro de las enfermedades de mayor importancia en la 

producción de ovinos y caprinos, y a la vez en el grupo de 

aquellas ~uc más han resentido este fenómeno de indiferencia, 

está la Linfadenitis Caseosa (LC) (Ashfaq y .Campbcll, 1979). 

B.- Linfadenitis Caseosa. 

La LC es una enfermedad crónica contagiosa y de carácter 

enzoótico de los ovinos y caprinos; tambi~n se le conoce como 

pseudotuberculosís, "chcssy glands" y enfermedad de Preisz-No--

card. Se caracteriza por producir abscesos casaopurulentos y 

un sindrome de debilidad y emaciación progresivas (Ayers, 

1977; Ashfaq y Campbell, 1979; Gillespie y Timoney, 1983; GaE 

cia y Cirpián, 1986; Blooé! y col., 1987; Brown y Olander, ----

1987; Leamaster y Shen, 1987) . 

El agente etiolóqico de la LC es Corynebacterium pseudo

tuberculosis (C. ovisl. Este microorganismo es Gram (+) y ~u 

morfología es de bastón corto. En ocasiones puede ser fila-

mentoso, por lo que se le considera pleomórfico (especialmen

te despu~s de varios pases). En los frotis de exudado adopta 

una típica disposición de empalizada o letras chinas, lo cual 
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facilita su identificación. ~ es anaerobio facultati

vo y no es :leido res is tente (Jawetz y Mclnick, 198 3; Carter ,-

1985; Davis y Dulbecco, 1985). 

El microorganismo crece bien en agar sangre, aunque para 

un crecimiento óptimo es recomendable añadir suero sanguíneo

al medio de cultivo (Brown y Olander, 1987). También es fac

tible la utilización de medio líquido de Blll para su mnnuten

ción (Gillespie y Timoncy, 1983). En el agar sangre se incu

ba a 37 grados cent1grados por 24-48 hrs. y se obtienen pequ~ 

ñas colonias redondeadas de color blanquecino, las cuales son 

beta-hemolíticas y pueden desplazarse con facilidad por la s~ 

perficie de la placa de agar con ayuda del asa de inoculación 

(Carter, 1985). En la tabla 1 se describen las propiedades -

bioqu!micas del microorganismo. 

~ produce una exotoxina soluble de tipo fosfati-

dil-colina/fosfatidol hidrolasa, comunmente llamada fosfolip~ 

sa tipo 11 0", con actividad hcrnol!tica a pH menor que 6 (Jolly, 

1965; Brown y Olander, 1987; Kimberling, 1988). Esta substa~ 

cia cataliza la esfingomielina membranaria de los eritrocitos 

en ceramida y colina; además, también afecta a las. c(!lulas e_!! 

doteliales, aumentando así la permeabilidad capilar (Jolly, -

1965; Jubb y Kennedy, 1982; Hedden y Thomas, 1986). Experi-

mentalmente es letal por via IV para ovinos, caprinos y anim~ 

les de laborator!.o (Lovell y Zaki, 1966) .. ~sta exotoxina es

sero16gicamente similar en todas las cepas estudiadas, aunque 
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se ha observado cierta variabilidad en la patogenicidad de d! 

chas cepas, lo cual sugiere una capacidad variable para prod~ 

cir la exotoxina de una cepa a otra {Cñmeron y Smit, 1970; -

Shigidi, 1978; Renshaw et. al., 1979). El metabolito mencio

nado se inactiva con calor, ~cides, almacenamientos prolonga

dos y con formalina (Brown y Olandor, 1987); asimismo, la an

titoxina inhibe todas las actividades biol6gicas de la toxi-

na, lo cual en teoría podría ser de alto valor profiláctico -

(Ayers, 1977; Ellis, 1983). 

La bacteria tarnbi~n posee un factor piogénico tennoesta

ble de actividad quimiotáctica para leucocitos y un lípido de 

superficie derivado del ácido corinemic6lico, t6xico para le~ 

cocitos y gracias al cual ~ resiste la actividad lisos~ 

mica de estas células (Cameron y Smit, 1970; Jubb y Kennedy, 

1982¡ Ellis, 1983). De esta manera el microorganismo es un -

parásito intracelular facultativa (Brown y Olander, 1987). 

La presencia de estos tres factores de patagenicidad (exotox! 

na, factor piogénico y lípido superficial), dificulta notori~ 

mente el tratamiento contra la enfermedad (Hsu, 1984; Hedden

y Thomas, 1986). 
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T A B L A 

PROPIEDADES BIOQUIMICAS DE Corynebacterium pseudotuberculosis 

CARACTERISTICAS 

Hem6lisis 

Producción de catnlasa 

Leche tornasol 

Gránulos metacromáticos 

Oxidaci6n/Fermentaci6n 

Reducci6n de nitrato 

Licuef acci6n de gelatina 

Producción de ureasa 

Rojo de metilo 

Vogcs-Proskauer 

Arginina 

Acido a partir de glucosa 

Acido a partir de lactosa 

Acido a partir 

Acido a partir 

Acido a partir 

Acido a partir 

Acido a partir 

Acido a partir 

Acido a partir 

de 

de 

de 

de 

de 

de 

de 

suerosa 

manitol 

almidón 

xi losa 

salicin 

trehalosa 

maltosa 

Adaptado de Cowan T., s y Steel v., K., 1979. 

LECTURA 

+ 
+ 

+ 
F 

+/-

+ 

+ 

+ 
+ 

+/-

+ 

+ 
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C. avis es muy resistente al medio ambiente, sobrevive -

por meses a la desecación y se le puede encontrar viable por

largos períodos en carne congelada, heces, exudado, suelo y -

fomites, e inclusive se reporta su supervivencia en solucio-

nes antis~pticas al menos por 24 hrs. Sin embargo, es sensi

ble a la luz solar directa (radiaci6n ultravioleta) (Beer, 

1981; Ellis, 1983; Arbiza, 1986; Garcia y Cipri:!n, 1986). Es 

probable que la clave de esta resistencia sea la barrera fisi 

ca protectora que representa el exudado caseoso de las lesio

nes, que envuelve a las bacterias a manera de micclas y las -

protege (Stoops et. nl., 1984; Augustine y Renshaw, 1986; Fra 

ser, 1988). 

Además de producir LC en ovinos y caprinos, c. ovis tam

bién les puede causar a estas especies un cuadro de artritis

supurativa (especialmente en crias) y/o mastitis, sin que am

bos procesos pato16gicos se encuentren necesariamente involu

crados con LC (Ashfaq y Campbell, 1979; Bood y col., 1987; -

Brown y Olander, 1987; Kimberling, 1988). 

Si bien se considera que la LC tiene distribución mun--

dial, es más frecuente y de carácter endémico en aquellas re

giones donde hay grandes concentraciones de rebaños de ovejas 

y cabras (Frappe, 1981; Gillespie y Timoney, 1983; Leamaster

y Shen, 1987). Al parecer c. ovis prospera en climas áridos

Y semiáridos, y la enfermedad se presenta durante todo el año 

(llamir, 1981; Fraser, 1988; Kimberling, 1988). Si bien la 
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mortalidad es m!níma, la morbilidad os de hasta un 70% (Ash-

faq y Campbell, 1979: WillíilJllson y Nairn, 1980; Mucklc y Gy-

les, 1983). 

Las p!'.!rdídas econ6micas causadas por la LC son cuantio-

sas, principalmente por el dccomi!I><' (parcial o total) de las

canales afectadas a nivel rastro (Stoops et. al. 1984; Arbi-

za, 1986; Garc!a y Cirpian, 1986). Otros factores de p!'.!rdida 

son la reducci6n de los par~ctros reproductivos del rebaño,

especialmente cuando la enfermedad se asocia con problemas de 

malnutrici6n y parasitosis, tan comunes en nuestro pa!s (Wí-

lliams, 1980; Stoops et. al., 1984: Arbiza, 1986). Ademas, -

es factible encontrar una baja eficiencia alimenticia y por -

lo tanto una ganancia de peso reducida, lo cual disminuye no

toriamente el valor econ6mico de los animales afectados (Ha-

mir, 1981; Ellis, 1983: Bload y col., 1987; !lrown y Olander, -

1987). 

Algunos aspectos que realzan la importancia econ6mica de 

la LC son su largo período de incubación (2 a 3 años) y el h~ 

cho de que basta un animal enfermo para infectar a todo un r~ 

baño, lo cual dificulta considerablemente una posible erradí

cací6n de la enfermedad (Brown y Olander, 1985; !lrown y Olan

der, 1987). Actualmente la investígaci6n de la enfermedad -

con el fin de lograr este objetivo, estfi centrada en la pato

genia y en la producción de biol6gicos preventivos (Ayers, --

1977; Muckle y Gyles, 1983). 
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Es interesante ocñalar que, debido a nu asociación con -

cuadros de malnutrición y emaciación (en muchos casos con pa

rasitosis implícita), se considera a la LC un factor muy im-

portante en el llamado "síndrome de la oveja flaca", lo cual

realza afin más su importancia económica (Renshaw et. al., ---

1979; Stoops et. al., 1984; Brown y Olander, 1987). Los ba-

jos recursos y nivel socioeconómico de la mayoría de los pro

ductores en nuestro país, favorecen la condición anterior (S~ 

las, 1988). 

La introducción de una oveja o cabra infectada en un re

baño libre es el principal factor para el inicio de la enf er

medad en dicho rebaño (Beer, 1981; Arbiza, 1986; Fraser, ----

1988). La LC se transmite por medio de heridas o abrasiones

cutáneas que se producen durante la esquila, descole o castr_e 

~ión, principalmente en ovinos, o bien por medio de traumati~ 

mos que ocurran en instalaciones muy r6sticas, por peleas y -

topes, especialmente en cabras (Ashfaq y Campbell, 1979; Gar

cía y Ciprián, 1986; Blood y col., 1987). Asimismo, para es

ta Gltima especie se propone una vía oral, en la que las herí 

das de la mucosa bucal causadas por la prensión o masticación 

de alimentos fibrosos serían punto de entrada para la bacte-

ria (Ayers, 1979; Ellis, 1983; Kimberling, 1988). Sin embar

go, es muy probable que en ambas especies, la infección sea -

adquirida cuando el animal es joven, apareciendo los signos -

clínicos más tarde (Gillespie y Tirnoney, 1983; Brogden et. --

al., 1984; Hedden y Thomas, 1986). 
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La persistencia de la bacteria causal en el medio ambie~ 

te, por medio de la contnminnci6n con exudado de comederos, -

bebederos, corrales, suelo, etc. 1 as1 como piel intacta, fav~ 

rece todas estas v1as de t.ransmisiOn (García y CiprHín, 1986; 

Blood y col., 1907). Se acepta que la principal fuente de -

bacteria virulenta es el exudado de los modos linf~ticos su-

perficiales que han sido absccdados por la bacteria y que han 

fistulizado, disemint\ndose as! el microorganismo (Aycrs, ----

1977; Williams, 1980; Lund y Almlid, 1982; Garc1a y Ciprián,-

1986). 

Una vez que penetra las barreras primarias del hospede-

ro, ~ induce la formaci6n de un absceso en el sitio de

entrada (piel y tejido subcutáneo) gracias a los tres facto-

res de patogenicidad mencionados anteriormente (Ellis, 1983; 

Gillespie y Timoney, 1987; Brown y Olander, 1987). El meca-

nismo por el cual actaan es el siguiente: en el sitio de la -

infecci6n, los leucocitos, especialmente neutr6filos, se acu

mulan alrededor y entre las bacterias, y los fibrocitos y ca

pilares se forman y constituyen respectivamente en la perife

ria de la infecci6n; de este modo, los factores bacterianos -

llevan a cabo sus efectos y en forma lenta pero continua des

truyen a los leucocitos y el tejido involucrado, constituyén

dose as1 la lesi6n caracter1stica de la LC, un absceso caseo

so encapsulado (Jubb y Kennedy, 1982; Ellis, 1983, Gillespie

y Timoney, 1983; Hsu y Renshaw, 1985). La bacteria, no dete-
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nida por la c6psula del absceso, invade los capilares y forma 

colonias que secretan mas metabolitos, los cuales facilitan -

la dispersión bacteriana y la oclusi6n capilar (Jubb y Kenne

dy, 1982; Muckle y Gyles, 1983). La isqurunia resultante y -

las substancias bacterianas matan a las células de la pared -

interna de tejido conectivo de la c~psula y entonces, se adi

ciona una nueva capa de material necr6tico y de esta manera,

nuevo tejido conectivo prolifera para reforzar la pared (Jubb 

y Kennedy, 1982; Kimerling, 1988). Por medio de este proceso 

repetitivo, se adiciona sucesivas capas a la masa necr6tica,

form6ndose el típico aspecto laminar de los abscesos. Debe -

señalarse que mientras que el 11pido superficial citotóxico -

es el principal factor piog6nico, la exotoxina es mas bien un 

factor de diseminación bacteriana, al aumentar la permeabili

dad vascular (Cameron y Smit, 1970; l!ard, 1975). Es intere-

sante el hecho de que la antitoxina proteja contra la disemi

nación bacteriana, pe~o no evite la fonnaci6n de un absceso -

localizado; asimismo, es de notarse trunbi6n que los linfoci-

tos im•olucrados en el proceso (y que por supuesto no son c6-

lulas con actividad fagocítica), no sufran los efectos citot~ 

xicos del 11pido de superficie (llard, 1970, Muckle y Gyles, -

1983; Tashjian y Campbell, 1983). 

La actividad antifagocítica ya descrita, permite que la

bacteria sea transportada viable hasta los nodos linf6ticos -

regionales desde el sitio inicial de inoculación; ya en los -
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nodos el proceso se repite, abscedándose 6stos y diseminfindy 

se la bacteria por v1a linfática y sangu1nea a todo el orga-

nismo (Jubb y Kenncdy, 1982; Ellis, 1983; Brogdcn et. al., --

1984; García y Ciprián, 1986; l!edden y Thomas, 1986). Ocasi2 

nalmente los animales se r~cupcran de la infecci6n a nivel e~ 

tá.neo y no presentan abscesos, pero unn vez localizada la in

fecci6n en nodos linfáticos, su curso es inevitablemente cr6-

nico y de carácter insidioso (Renshaw et. al., 1979; Arbiza,-

1986; Blood y col., 1987; Fraser, 1988). 

Si bien este mecanismo de diseminaci6n tiene poco o nin

g('m efecto sobre la condición general del hospedero' conforme 

éste crece y/o se desarrolla, la enfermedad sigue su curso y

la bacteria viva escapa de las lesiones iniciales, se disemi

na a través de los duetos linfáticos eferentes, penetra a --

otros nodos cercanos a la cadena involucrada y posteriormente 

hasta los nodos de cavidades celómicas (vg. nodos linffiticos

mediastinicos, mesent~ricos, etc.), los cuales son tarnbi~n -

abscedados y permiten la invas~ón de órganos adyacentes (via

linffitica); eventualmente la bacteria llega a sangre venosa y 

a pulmones. Los microorganismos que pasan a través de estos-

6rganos pueden causar lesiones en cualquier otra víscera que

invadan (vía sangu1nea) (Jubb y Kennedy, 1982; Stoops et. al., 

1984; García y Ciprifin, 1986; Kimberling, 1988). Por estos -

dos mecanismos es posible encontrar abscesos en pulmones, h1-

gado, bazo, riñones,, etc. Se menciona que los animales de mu 
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yor edad presentan con más frecuencia estas lesiones internas 

debido a la patogenia señalada, aún asl'., hay casos en los que 

se presentan lesiones viscerales sin antecedentes clínicos de 

infección periférica (Rcnshaw et. al., 1979; Arbiza, 1986; 

Blood y col,, 1987; Frascr, 1988). 

La signologia de LC es prácticamente inaparente, puesto

que gran parte de los animales afectados se observan normales, 

detect~ndose casi siempre la enfermedad a nivel rastro; csto

es más notorio en ovejas que en cabras (Ashfaq y Campbell, --

19791 Bear, 1981; Gillespie y Timoney, 1983; García y Ciprián, 

1986; J<.i.mlx,rling, 1988). Sólo en casos crónicos se hace mani

fiesta una debilidad y emaciación notorias, con baja sensible 

en la producción (Rcnshaw, 1979; Ellis, 1983; Stoops et. al., 

1984; Blood y col., 1987). 

La lesi6n clisica de la LC la constituyen los abscesos -

encapsulados descritos, los cuales pueden localizarse superf! 

ciaunente involucrando piel y tejido subcutáneo {en el sitio

inicial de infección) , asf como nodos linf§ticos periféricos

(Ashfaq y Campbell, 1979; Beer, 1981: Jubb y Kennedy, 1982; -

Ellis, 1983; Gillespie y Timoney, 1993: García y Cipri~n, ---

1986; Blood y col., 1987). En este último caso, ocurre prim~ 

ro una inflamación del nodo afectado, con aumento de volumen

y tumefacci6n del mismo, para posteriormente, abscedarse ---

(Jubb y Kennedy, 1982; Ellis, 1983; Stoops et. al., 1984; --

Brown y Olander, 1987). Conforme el absceso crece, se desa--
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rol.la una zona alop6cica en la piel que lo cubre debido a una 

atrofia por compresión (Jubb y J(ennedy, 19 82) . El tamaño dc

estos abscesos varía de uno a varios ccntfmctros., y al 1nndu

rar fistulizan y muestran un exudado cascopurulcnto do color

verde amarillento (aunque los abscesos viejos presentan un 

exudado an1arillento y con aspecto de masilla) (Deer, 1981; 

Unanian et. al., 1985; Garcfa y Ci.prilin, 1986: Olood y col., -

1987). Los nodos superficiales rn5s afectados son los parot!

deos, mandibulares, rctrofarfngcos y prccscapulares, as! como 

las nodos supramama1:ios, prcfcmoralcs y popl!tcos (l\shfaq y -

Campbell, 1979; Rcnshaw et. al., 1979: Adckcyc y Shannon, 

1980; Ajai y Cook, 1980; Jubb y Kcnncdy, 1982; García y Ci--

pri~n, 1986). A la necropsia (o a la inspección sanitaria),

se detectan las mismas lesiones en nodos linf~ticos víscera-

les, as1 como en diversos 6rganos, junto con la emaciaci6n de 

la canal si el caso era muy crónico (Williumsom y Nairn, 

1980; Williams, 1980; Brown y Olander, 1987). Los nodos vis

cerales m~s afectados son los mediastínicos, bronguiaJes me-

sent~ricos y sublumbares: los órganos más afectados son los -

pulmones, riñones, hfgado y bazo, así como gl~ndula mamaria,

cpididimo y cerebro (Bandopaahyay et. al., 1972: Ayers, 1977: 

llamir, 1981; Niikamura et. al., 1981; Jubb y Kennedy, 1982: -

Lund et. al., 1982: Fraser, 1988). 

Además del diagnóstico cl1nico, realizado en base a la -

observaci6n de los signos y lesiones descritos, existen diveE 
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sas pruebas de laboratorio para detectar a la LC, pero todas

han presentudo dcf iciencias en cuanto a su capacidad para de

tectar a la enfermedad subclinica con un nivel de seguridad -

confiable, especialmente por el alto indice de falsos positi

vos detectados, debido a la propiedad de C. ovis de aglutinaE 

se en forma natural, o b.i.cn, por su costo elevado y dificul-

tad para aplicarse a nivel campo (Ellis, 1983; Brown y Olan-

der, 1985; Fraser, 1988; Kimberling, 1988). 

Sin embargo, la detección de lesiones superficiales y el 

aislamiento de~ a partir de éstas, es determinante pa

ra el diagnóstico positivo de LC (Williamsan y Nairn, 1980).

En caso da que se optase por tornar una muestra de exudado pa

ra el aislamiento bacteriol6gico, n partir de un absceso pre

viamente fistulizado, se debe prevenir cuidadosamente la con

taminación de la muestra (Kimberling, 198°8). 

Es importante diferenciar la LC subclinica de enfermeda

des como Paratubcrculosis, parasitosis crónicas, desnutrición 

de origen exógeno, etc., (Williams, 1980; Beer, 1981). La LC 

clínica debe a su vez ser diferenciada de Actinomicosis, Act~ 

nobacilosis, Epididimitis ovina, neoplasias cutáneas y absce

sos par otros pi6genos (Frappe, 1981; Jubb y Kennedy, 1982; -

Ellis, 1983). 

El tratamiento de la LC sólo es recomendable cuando la -

infección na ha pasado de piel, mediante la extirpación qui--
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rl1rgica del absceso y la limpieza 11ntis1iptica de la región, -

mediante curaciones diarias con sulfato de cobre o yodo (Rcn

shaw et. al., 1979; Blood y col, 1987). Daspu5s de esta ctn

pa de la enfermedad, cualquier tratamiento quil:ún;ico o farm5_.l. 

col6gico es de poco valor y por lo tnnto debe esLim.:t.rse lü va 

loraci6n econ6mica de los animales afectados (Ellis, 1983; 

Garcia y Cipri5n, 1966). El drenaje de los abscasos no es re 

comendablc si el animal tratado vn a permanecer en el corral, 

ya que contaminará directamente al resto del rebaño, o bien -

en formu indirecta a través de los mecanismos ya señalados 

(Williarns, 1980; Gillaspie y Tirnoney, 1983; Fraser, 1988). 

La capacidad de c. avis de ser par~sito intracelular fa

cultativo de los fagocitos y la naturaleza encapsulada de los 

abscesos dificulta en sobremanera que algún antibiótico alca12 

ce niveles adecuados para contactar y eliminar a l" bacteria. 

(Renshaw et. al., 1979; Adekeye y Shannon, 1980; Arbiza, ----

1986; Brown y Olander, 1987); la bacteria es sensible in vi-

tro a la mayorfa de los antíbi6tícos de uso veterinario (Ash

faq y Campbell, 1979). 

Debido a la dificultad que representa y a la dudosa efi

cacia del tratamiento, es imperativo prestar mayor atenci6n a 

las medidas de control y prevenci6n contra la LC (Beer, 1981; 

Blood y col,, 1987; Fraser, 1988). Una vez que la enfermedad 

se ha establecido en un rebaño, el control de la misma se 11~ 

va a cabo mediante la ap1ícaei6n de normas de higiene riquro-
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sas y continuas en los corrales y demfis instalaciones donde -

permanezcan los animales, tratando en lo posible de aminorar

la rusticidad de dichas instalaciones (objetos punzocortan--

tes, alambres, astillas, cte.). Por supuesto, es imprescind! 

ble el aislamiento y/o eliminación de los animales con lesio

nes t1picas de LC a nivel de nodos linf~ticos; asimismo, debe 

evitarse que el exudado de los abscesos fistulizados se dise

rnin~ en el medio ambiente y entre en contacto con el resto -

del rebaño (Arbiza, 1986; Garcia y Ciprián, 1986; Kimberling, 

1988), Cualquier heriña que presenten los animales, sea acci 

dental o quirúrgica, debe ser tratada de inmediato con un --

buen antiséptico (Lund y Almlid, 1982; Blood y col., 1987). -

Los animales que reciban el tratamiento quir6rgico señalado,

deben tambi6n ser aislados del resto del rebaño y devueltos -

al mismo hasta su total recuperaci6n (Arbiza, 1986). 

Otras medidas que deben aplicarse incluyen el estableci

miento de una asepsia estricta durante las operaciones de 

trasquila (evitando a la vez y en la medida de lo posible ca~ 

sar heridas y abrasiones cutáneas) y diversas t6cnicas quirúE 

gicas que se apliquen al rebaño; también es recomendable tra~ 

quilar a los animales de acuerdo a su edad; primero a los j6-

venes y después a los adultos; y en base a la presencia de la 

enfennedad; primero los sanos y al final los enfennos (Beer,-

1981¡ Blood y col., 1987; Fraser, 1988; Kimberling, 1988). 

Es importante mencionar que este plan de control, también ti~ 
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ne aplicación preventiva en explotaciones libres de LC (l'ra-

scr, 1989; Kimberling, 1989). Para reforzar las medidas pro

puestas, en esto Ultimo caso, debe evitarse la adquisición de 

anímnles enfermos (Frappe, 1981; l\ugustinc y Renshaw, 1986; -

Gnrcia y Ciprilin, 1986). 

Una medida preventiva poco tomuda en cuenta consiste en

asegurar la ingestión <le calostro por las crias, ya que éste

posee anticuerpos contra la exotoxina, lo cual puede ser de -

alto valor profiláctico (llsu y R<rnshaw, 1965). 

En relación al control y la prevención de la LC, es nec~ 

sarío mencionar que si bien la mayoria de los productores de

ovinos y caprinos conocen el sígnif icado de la LC en su indu~ 

tria, muestran cierta apatia que ha derivado en una serie de

medidas inadecuadas no s61o en cuanto a profilaxis, sino tam

bi~n en lo relacionado a tratamiento y diagnóstico. l\ctual-

mente, al menos en los paises industrializados, debe incluir

se dentro de las medidas para limitar la presencia de LC, la

eliminaci6n estricta y obligada de todos aquellos animales -

con agrandamientos palpables de los nodos linfáticos perif~r~ 

cos. Afortunadamente, poco a poco se va aceptando la impor-

tancia de la LC en relaci6n con el "s~ndrome de oveja flaca"

y su severo :impacto ccon6mico, lo cual posiblemente redunde en -

una actitud más seria e interesada hacia la enfermedad que -

nos ocupa (Stoops et. al., 1984). 
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c.- Aspectos Inmunológicos de Inter~s en la Producción Expe

rimental de Dialógicos para la Prevención de la Linfade

nitís Caseosa. 

Un aspecto que requiere de mayor investigación debido al 

gran inter6s que reviste para la prevención de la LC, es la -

utilización de productos biológicos (Ellis, 1983; Brogden et. 

al., 1984; Brown y Olander, 1997). 

Todos los intentos que se han hecho para producir un bi~ 

lógico exitoso contra la LC han dado resultados pobres (Gi--

llespie y Timoney, 1983; Kimberling, 1988). En gran parte se 

ha logrado obtener protección contra los efectos letales de -

la exotoxina, pero no se ha logrado evitar la aparición de 

abscesos ni la propagacHín sistémica de la bacteria (llsu y 

Renshaw, 1985). Han sido diversos los factores que han obst_!! 

culizado esto, tales como la escasa información existente --

acerca de la respuesta irunune de los ovinos y caprinos, la p~ 

togenia tan especial de la LC, la dificultad para reproducir

la enfermedad natural en el laboratorio, y el impedimento ec~ 

n6rnico para utilizar en todos los experimentos ovinos y capr! 

nos (lo cual seria una situación ideal) (Cameron et. al., 

1972; Husband y Watson, 1977; Cameron y Bester, 1984; Hsu y -

Renshaw, 1935). 
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Asimismo, se ha originado una discusi6n acerca de .la im

portancia relativa de la inmunidad humoral o celular en la -

eliminaci6n del organismo y la prevcnci6n de ln enfcrmedn.d, -

sin que hasta el momento se defina aún si un tipo de inmuni-

dad es mtls import<intc que el otro (Gil lcspie y Timoney, 1983 ). 

La naturaleza de parti.sito intracelular facultativo de c. ovis 

sugiere el uso de vacunas p.:lra estimular la inmunidad celular 

y proteger más adecuadamente contra la I.JC, pero los resulta-

dos obtenidos han sido muy ambigüos (llusband y Wutson, 1977;

l!edden y Thomas, 1986). 

Se ha visto que la aplicación de un toxoide o una bacte

rina estimula principalmente la inmunidad humoral (T.izard, --

1984). En el primer caso, la antitoxina obtenida retarda en

forma experimental el crecimiento y/o el transporte de C. --

avis en los nodos linf~tico~ del ovino, es decir, inhibe su -

multiplicación secundaria, mtls no evita la formación del abs

ceso en el sitio primario de infección (Jolly, 1965; Ayers, -

1977; Hedden y Thomas, 1986). Asimismo, se ha reportado que

la protección que brinda la antitoxina sólo es posible si el

donador fue inmunizado por periodos muy prolongados (Arbiza,-

1986; Hedden y Thomas, 1986). 

Al utilizarse bacterina o· suero hiperinmune con éxito en 

ratones, se demostró que al menos en esta especie la inmuni-

dad est~ mediada por anticuerpos (Ayers, 1977; Cameron et. -

al., 1972; Cameron y Fuls, 1973). 
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Por otra parte, se ha reportado que aquellos biol6gicos

cuya fórmula incluye la exotoxina inactivnda (v. g. un ana

cultivo, o el propio toxoide), tienen mejor actividad que --

aquellos sin el metabolito (v. g. una bacterina a base de c~ 

lulas lavadas) (Cameron et. al., 1972). Sin embargo, en ---

otros casos hubo lotes de bactcrina con exotoxina inactivada

que mostraron cierta toxicidad al producir pérdida de co~ 

dici6n e incluso la muerte en ovinos inoculados, tres d!us 

post-vacunación. Esto también ocurrió en forma invariable al 

suministrar toxoide fresco (con 24 h de preparado); estos lo

tes perdieron su toxicidad con el tiempo y la respuesta inmu

ne inducida s6lo se mantuvo por un mfixirno de cuatro meses --

postvacunaci6n (Cameron et. al., 1972; Burrell, 1980; [b]). 

En base a estas investigaciones, los laboratorios Commo~ 

wealt S.L. de Australia, elaboraron un toxoide para distri--

buirlo en forma comercial, pero al ser puesto a prueba con -

otros bio16gicos experimentales, se ha cuestionado severamen

te su eficacia (Cameron y Bester, 1984), Hasta el momento no 

se conoce otro producto comercial de este tipo en ol mundo 

(Brown y Olander, 1985). 

Respecto a el uso de las bacterinas, tenemos en primera

instancia que en diversos estudios, los biol6gicos a base de

paredes celulares fueron m&s eficaces para disminuir la inci

dencia de abscesos internos en corderos infectados experimen

talmente por vía IV (Brogden et. al., 1984). Asimismo, se ha 
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observado que estas bacterinas inducen una inmunidad protcct~ 

ra parcial. en ratones (Brogden et. al., 1984; Brown y Olan--

der, 1987). Otros estudios también reportan que bacterinas -

con gel de fosfato de aluninio como adyuvante y O. si de célu-

las, aplicadas a razón de 5.0 ml. (en dos aplicacio11os) por -

via se, protegen a ovinos de infecciones subagudas inducidas

experimentalmcntc, al igual que a ratones (Camcron et. al., -

1972; Cameron y Fuls, 1974). Sin embargo, la protección con

tra la infecci6n cr6nica es parcial (lledden y 1'homas, 1986). 

En este sentido, uno de los inconvenientes de las bacte

rinas es que producen abscesos estériles en el sitio de inoc~ 

laci6n, aGn en aquellos casos en que el lípido superficial ha 

sido removido de bacterias inactivadas con formalina (Cameron 

y Duchan, 1966). Es muy probable que el factor piogénico teE 

moestable sea entonces el responsable de estas lesiones (Ca

meron y Smit, 1970). 

Finalmente, se debe comentar que algunos autores no le -

conceden crédito al uso de bacterinas salvo en casos específ1 

cos, aunque otros autores consideran que son el medio m5s ad~ 

cuado para perfeccionar un biol6gico idóneo contra c. avis 

(Sears, 1985; Fraser, 1988; Tórtora, 1988). 

Respecto a los biol6gicos tipo vacuna, también se han -

realizado diversos ensayos, no s6lo con c. avis, sino con --

otros microorganismos que activen la inmunidad celular, como-
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por ejemplo el bacilo de Calmette-Guerin (BCG), que se usa en 

forma com6n para la inmunización contra Mycobacteriurn tubercu

~. y que en el caso de ovinos ha dado resultados favora-

bles para la inmunización contra C. avis, en especial en ani

males que fueron vacunados aproximadamente al mes de edad (C~ 

meran y Bester, 1984; Blood y col., 1987). Una desventaja es 

que los animales vacunados de esta manera reaccionan positiv~ 

mente a las pruebas de tuberculina y johnina por lapsos muy -

prolongados (Blood y col., 1987). Esta inmunización tarnbién

ha dado buenos resultados en cuyes, m&s no así en ratones (C~ 

meran y Bester, 1984). 

En apoyo a las vacunas, se debe recordar que tal vez la

inrnunización efectiva contra la LC debe requerir la estirnula

ción forzosa del sistema fagocitaría mononuclear del hospede

ro, especialmente cuando sabeiuos que c. avis es un par&-sito -

intracelular facultativo, contra los cuales en general las -

bacterias son menos eficaces que las vacunas (Brogden et. al., 

1984 [b]). 

Sin embargo, al igual que las bacterinas y toxoides, la

mayor1a de los estudios realizados con vacunas han dado resu_! 

tados contradictorios; por ejemplo, se ha reportado que las -

vacunas son mejores que las bacterinas en cuyes, pero en ~ 

rregos sucede lo cOntrario, adem~s de que producen reacciones 

locales severas, mayores a6n que las inducidas por bacterinas 

(Cameron y Fuls, 1973; Carneron y Bester, 1984). 
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En base a lo expuesto, so deben considerar una serie dc

factorcs extrinsocos e intrinsccos que influyen en los resul

tados obtenidos durante la utilizaci6n de estos tres tipos de 

biológicos, como son: 

a) Especies utilizadas en los experimentos.- El modelo ov~ 

no es caro y dificil de evaluar (aunque aan asi, no deja 

de ser modelo ideal), por. lo que muchas veces se tiene -

que recurrir al uso de animales de laboratorio y traspo

lar los resultados obtenidos a borregos; m~s aan, tam--

bién se prefiere aplicar en algunos casos a caprinos, -

los resultados obtenidos en ovinos (Cameron y Fuls, 1973; 

Ayers, 1977; Cameron y Bester, 1984). 

b) Métodos de desafio.- A6n no se ha logrado reproducir la 

infecci6n natural con éxito, siendo lo coman producir 

cuadros agudos (toxémicos) y subagudos (formaci6n masiva 

de abscesos viscerales en pocas semanas) , más nunca el -

cuadro crónico y cl~sico de abscedaciones superficiales -

(Brogden et. al., 1984 [a]). De hecho, se ha probado un 

método para evaluar la eficacia de los productos biol6g~ 

cos en base a la proporción inversa de abscesos pulmona

res que se produzcan mediante 1~1 desafio (Cameron et. -

al., 1972). Es muy probable que en experimentos de este 

tipo se manejen dosis bacterianas de desafio muy superi~ 

res a las que se dan en condiciones naturales y por lo -

tanto abrumen la resistencia e inmunidad de hospedero, -
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con lo cual los resultados obtenidos son relativos (Cam2 

ron y Fuls, 1973). De este modo, debe implantarse un m! 

todo de desafio que se aproxime lo mfüi posible al natu-

ral y permita una valoraci6n más objetiva de la respues

ta inmune (sea de tipo humoral o celular) y de la efica

cia de los biol6gicos utilizados (sean toxoides, bacter! 

nas o vacunas) (Ayers, 1977¡ Cameron y ·nester, 1984; --

Brown y Olander, 1987). 

Un ll'étoclo fu desafio que presenta ciertas ventajas para

valorar aspectos inmunol6gicos relacionados con la eva-

luaci6n de bio16gicos, consiste .en la inoculaci6n direc

ta in vivo del nodo linfático poplíteo (Husband y Watson, 

1977). Entre sus ben~ficios de utilizaci6n están la es

pecificidad de especie y el acceso al tejido linfoide en 

forma directa (Burrell, 1978). 

el Utilizaci6n de productos que estimulan la respuesta in-

~-- Existen dos métodos para mejorar la respuesta in 

munol6gica contra c. ovis: 

1) Preparaci6n de un antígeno más enérgico: El método 

m:!s usual es la fragrnentaci6n de la bacteria, lo -

cual generalmente es de costo elevado !Tizard, ----

1984). 

2) Estimulaci6n artificial del sistema inmune: Es mu

cho más econ6mico y se logra con la adici6n de sub~ 
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tancias denominadas adyuvantes, al biol6gico utili

zado. Estos adyuvantes aumentan la respuesta inmu

ne normal mediante la modificaci6n fisica dol Ag -

con el que se mezclan, de modo tal que éste sea pre 

sentado más eficazmente n las c6lulas sensibles a -

los ant!genos (linfocitos}. Generalmente los adyu

vantes son substancias insolubles que fonnan un de

pósito donde el ant!geno se libera lentamente: de -

esta fonna se aumenta la vida biológica del ant!ge

no y permanece m:ls tiempo en el organismo estimula_!} 

do al sistema inmune. Ejemplos de estas substan--

cias son el hidróxido de aluminio, el alumbre de p~ 

tasio y el fosfato de aluminio. También se han utl 

lizado como adyuvantes emulsiones de agua y aceite: 

en este caso la presencia del aceite actaa como --

irritante y estimula al sistema inmune, mientras -

que el ant!geno se halla en la fase acuosa y se va

liberando lentamente. Algunos otros adyuvantes ac

t6an m~s enérgicamente al incluir en su formulación 

micobacterias muertas, las cuales actú.J.n como un -

ant!geno potente y aumentan as! la respuesta inmune 

del hospedero. Una desventaja de estos productos -

es que pueden inducir la formación de lesiones gra

nulomatosas en el sitio de aplicñci6n, por una exc~ 

siva respuesta inmunológica del hospedero (Tizard,-

1984}. En general hoy en dia son más aceptados los 
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productos a base de sales do alwninio, puesto que -

su efecto es bueno y son menos irritantes (Camcron

ot. al., 1972; Cameron y Fuls, 1973). 

Otros productos como el lcvamisol y el mercaptoeta

nol, tienen efecto estimulante sobre la inmunidad 

celular, y substancias como la hialuronidaza y el -

dimetil-sulfóxido (DMSO), que estimulan la respues

ta do absorción antigénica y favorecen la disper--

s i6n del antígeno, son susceptibles de ser .utiliza

dos, aunque al parecer au eficacia es dudosa en el

caso de la LC (Cameron, 1975; Cameron y Bester, 

1984). 

En este sentido también existe controversia, puesto 

que unos autores manifestan que ning6n adyuvante o

substancia irununoestimulante es 6til para mejorar 

la eficiencia de los biológicas usados contra 5'.:.....::.::: 

ovis, si bien otros afirm.an que la saponina y el hi_ 

dr6xido de aluminio dan buenos resultados (Cameron

y Fuls, 1973; Cameron y Bester, 1984; Hsu, 1984). 

d) Otros factores.- Algunos autores reportan que el método 

de inactivación utilizado influye en la inmunagenicidad

de la bacterina preparada (Cameron y Fuls, 1973). Por -

otra parte, se ha visto que si bien la dosis del biol6g}_ 

ca y la concentración del mismo no tienen efecto en el -
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cuye, los intervalos entro vacunaci6n sí influyeron en -

la respuesta inmuno16gica de esta especie, siendo m5s b~ 

n6ficos los intervalos m~s cortos. caso opuesto es el -

de los ovinos, en los que ln concentración de la bactcr.! 

na sí fue signi(icativ.:i. pi.ll:il la rcspuesla irununc, m.:'is no 

as! la dosis, que se uumcnt6 hasta cuatro veces sin mej~ 

ra alguna en dicha respuesta (Cameron et. al., 1972). 

En el rat6n, dosis mínimas de antígeno brindaron protec

ci6n y la respuesta se vi6 favorecida con dosis mayores

(Cameron y Fuls, 1973). Otros estudios indican que la -

eliminaci6n del lípido superficial y el tipo de medio de 

cultivo utilizando no influyen en la respuesta inmune 

del hospedero (Cameron y Bester, 1984). También se mane 

ja que, a diferencia de los ovinos, donde la vía subcut~ 

nea da mejores resultados, en los ratones lu via de ino

culaci6n no es significativa (Cameron y Fuls, 1973). 

Finalmente, se señala que las t6cnicas de detecci6n de -

c~lulas irununitarias son deficientes en el caso de los -

animales domésticos, a diferencia de lo que ocurre en m~ 

dicina humana, donde se utilizan antisueros muy purific~ 

dos para tal fin (Ellis, 1983; lledden y Thomas, 19E6). -

Esto dificulta el estudio de los procesos inmunol6gicos

que ocupan. Se propone como una solución viable a este

problema, la utilizaci6n de lectinas marcadas para la de 

tección de linfocitos T y de colorantes fluorescentes p~ 

ra linfocitos B (Hedden y Thomas, 1986). 31 



En base a los estudios aquí señalados, se ha realizado -

una soria de interesantes hi¡:6tesis acerca de los procesos in

muriol6gicos que se presentan en el hospedero al ser infectado 

por C. ovis. Algunas de estas teorías se consideran a conti-

nuación: 

Parece ser que en forma natural los ovinos son capaces de

resolver los efectos tóxicos siguientes al establecimiento y

multiplicación de c. ovis, pero no asi de prevenir la disemi

nación secundaria a nivel de nodos linfáticos y de ahi hacia

pulmones, con el subsiguiente desarrollo de abscesos (Cameron 

et. al., 1972; Cameron y Fuls, 1973). De este modo los anim~ 

les inmunizados destruyen la mayoría de las bacterias inocul~ 

das, o bien, restringen su multiplicación, pero algunas bact~ 

rias sobreviven a nivel pulmonar y desarrollan la infección -

{Cameron y Fuls, 1973). 

La inmunidad contra la toxina es de tipo humoral tanto -

en ovinos como en cabras y en animales de laboratorio, sin C!!! 

bargo, es probable que esta inmunidad antitóxica sea de poco

valor en el establecimiento de la inmunidad crónica natural -

fGarg y Chandiraman, 1984). 

Asimismo, se reportan evidencias de que la inmunidad con 

tra ~ es predominantemente de tipo celular (Hard, -----

1975). Una de las más importantes es la transferencia de in

munidad contra la bacteria mediante la inoculación intraperi-
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toneal de macr6fagos y linfocitos sensibilizados en ratones -

(llard, 1970: llard, 1975). Ln presencia de linfocitos asocia

dos refuerza este .concepto (l!ard, 1975: Aycrs, 1977: llcdden y 

Thomas, 1986). Los macrófagos inmunes mostraron gran númcro

de lisosomas en su citoplasma, capaces de atravesar la capa -

11pida del microorganismo (llard, 1970; llard, 1975). El anál.! 

sis bioqu!mico de estns células mostró un aumento significat_! 

vo en la concentración de enzimas hidroliticas (Hard, 1975). 

Otros argumentos a favor de la inmunidad celular son el

hecho de que C. avis también induce respuestas hipersensibles 

de tipo IV, mediadas por células, lo cual ha sido utilizado -

con fines diagnósticos (Cameron et. al., 1972). 

Sin embargo, tambi6n se ha observado que c. avis viva 

aumenta el número de linfoblastos y células plasmáticas reco

lectadas de vasos linf~ticos eferentes (Garg y Nain, 1984). -

Es muy probable que dichas células sean linfocitos inmunol6-

gicamente programados, debido a lo cual no se deben descartar 

los procesos medindos por anticuerpos (Ayers, 1977; Carg y -

Nain, 1984). 

Otro aspecto de inter6s es que la transferencia calos--

tral de anticuerpos protectores ha sido demostrada a nivel de 

crunpo Y laboratorio (Burrel, 1980 [a]). Al vacunar toxoide -

con adyuvante a cabras preñadas, se protegió a los cabritos -

contra el desafio hasta las primeras cinco semanas de vida --
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(Lund y Almlid, 1982; Hsu y Rcnshaw, 1985). El nivel ele anti_ 

cuerpos séricos disminuyó hasta los dos meses y medio (Lund y 

Almlid, 1982). Esto explicaría también el hecho de que rara

vez se infectan animales menores de tres meses, siendo cvide~ 

te que los anticuerpos maternos, el medio ambiente y quizá -

otros factores aún no estudiados protegen a las crías contra

la LC (Lund y Almlid, 19821 Brown y Olander, 1987). Asimis-

mo, estos resultados muestran que cualquier plan inmunoprofi

láctico debería introducirse a la edad de tres meses (Lund y

Almlid, 1982). 

A pesar de que la evidencia favorece a la respuesta inm~ 

ne celular, aún no hay pruebas concluyentes al respecto y es

posible que ambos mecanismos sean necesarios para dar una in

munidad sólida (Ayers, 1977), incluso es posible que la vacu

nación no estimule ninguno de los dos tipos de inmunidad en -

forma adecuada (Cameron et. al., 1972). 

En el caso de que la inmunidad humoral fuese el único m~ 

canismo de protección, quizá los niveles de anticuerpos obte

nidos por los m~todos de inmunizaci6n utilizados sean inadc-

cuados para brindar una i~~unidad sólida. En tal caso, la m~ 

nipulaci6n del antígeno para hacerlo más inmunogénico o la 

utilización de métodos alternos de inmunización ayudarán a re 

solver el problema (Cameron y Fuls, 1973). También es posi-

ble que los ovinos sean excepcionalmente poco sensibles a los 

antígenos de ~. en el conocimiento de que esta especie-
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es en general meno.s sensible que otras a la estimulaci6n ant!_ 

g~nica (Cameron et. al., 1972). 

Otras explicaciones que se han dado respecto al fracaso

de diversos biol6gicos para brindar la protccci6n adecuada es 

que tal vez los individuos inmunizados sean capaces de des--

truir bacterias simples, pero no as1 acl1mulos de bacterias 

(caracteristicos de ~), más difíciles de fagocitar y 

destruir (Cameron y Fuls, 1973). Finalmente, se propone el -

grado de dificultad que representa reproducir con fidelidad -

la enfermedad natural en el laboratorio, según se explic6 an

teriormente (Cameron et. al., 1972). 

Por otra parte, los pobres resultados obtenidos con bac

teria atenuada e inoculada por vfa subcutánea, tal vez sean -

consecuencia de un secuestro inadecuado de los microorganis-

mos vacunales, ya que en el sitio de inoculaci6n se fonna un

absceso encapsulado que seguramente dificulta el contacto de

los antfgenos con el sistema inmune (Cameron y Bester, 1984). 

Esto es importante si sabemos que la presencia del antígeno -

en el nodo linf~tico es fundamental para que se de una res--

puesta inmune eficaz, sea humoral o celular (Tizard, 1984). 

Una observaci6n interesante es el hecho de que la res-~

puesta inmune celular tiende a estar en relaci6n inversa a la 

respuesta con anticuerpos. Este fcn6mcno, conocido como ni-

cho inmunol6gico, se manifiesta con una respuesta celular ba-

35 



ja y un nivel elevado de t!tulos serológicos de anticuerpos -

(Tizard, 1994). En relación con la LC, sabemos que los anim~ 

les jóvenes normalmente prcscntnn una menor concentración de

prote1nas s~ricas totales que los adultos, y los animales 

afectados con LC presentan una concentración total mayor, por 

un aumento significativo de la fracción ganuna-globulinica, -

muy probablemente por una respuesta a la estimulación constaE 

te de los nnt1genos de C. ovis lllusband y Watson, 1977). Si

sabemos que la respuesta inmune celular contra la bacteria es 

cl~sica, donde los linfocitos T son activados pa~a capacitar

a los macrófagos para la destrucción del microorganismo, en-

tonces el aumento mencionado en la producci6n de anticuerpos

debe disminuir la eficiencia de la respuesta celular (Hard, -

1970; Husband y Watson, 1977; Renshaw et. al., 1979), De he

cho, se sabe que la infección activa causa una depresión de -

la respuesta inmune celular del hospedero (!lusband y Watson,-

1977; Gillespie y Timoney, 1993). Por otra parte, la absced~ 

ción nodal contribuye tambi6n a la depleción de la respuesta

inmune celular al obstruir la salida de linfocitos T sensibi

lizados del propio nodo afectado (Hard, 1970; Husband y Wat-

son, 1977). El efecto de la exotoxina de inducir una cons--

tricci6n arteriolar y venular, posiblemente también contribu

ya a dificultar la interacción linfocito T-macrófago (Deside

rio y Turillo, 1979). 
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Algunas consideraciones finales acerca de la inmunidad -

contra~ son las siguientes: 

El papel del complemento en la infecci6n de ~ es -

comün, al unirse a complejos ant!geno-anticuerpo para contri

buir a la destrucci6n de la bacteria, pero en este caso, el 

11pido de superficie permite al microorganismo resistir con -

éxito este mecanismo inmunol6gico (!!su, 1984¡ Tizard, 1984). 

La presencia de inmunoglobulina tipo A en el suero de -

animales con LC, se explica por la destrucci6n tisular de la

barrera sangre-linfa de los nodos linfáticos afectados. Nor

malmente los anticuerpos producidos contra ~ 'l su exot~ 

xina son del tipo IgG e IgM (Husband y Watson, 1977). 

D.- Importancia del Control de Calidad en la Producci6n Ex-

perimental de Biol6gicos para la Prevención de la Linfa

denitis Caseosa. 

Es muy importante mencionar que los productos biológicos 

deben ser sometidos a un riguroso control de calidad durante

su elaboración, envasado, etiquetado y almacenamiento (Tizard, 

1984). Por tal motivo, a continuación se harán algunos come~ 

tarios al respecto, en relaci6n a los bio16gicos experimenta

les a base de~ y/o sus metabolitos, 

Desde el momento en que el objetivo de la aplicación de

un biológico en un paciente determinado es proteger contra 
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una enfermedad dada y por t~nde, prc!icrvar la salud de dicho -

individuo, cualquier efecto nocivo sobre e.sLe estado de sn--

lud, causado por la aplicación del biol6gico, es en gran par

te responsabilidad del laboratorio productor (dcscartnndo, -

por supuesto, reacciones individuales, de especie, edad, es-

tres, hipersensibilidad, etc.) (Raya, 1985). 

En nuestro país, la producción de biológicos de uso vet~ 

rinario está regulada por la Secrctarra de Agricultura y Re-

cursos Hidráulicos (S.A.R.11.). En los Estados Unidos de Nor

team~rica, dicha producci6n es controlada por el Departamento 

de Agricultura, a través del Servicio de Inspecci6n de sani-

dad Animal y Vegetal (Tizard, 1984). 

En general, las autoridades que se encargan de esta rcg~ 

lacíOn, tiene el derecho de expedir una licencia de hubilita

ci6n a los establecimientos que producen los biol6gicos, as!

como de inspeccionar y determinar que las instalaciones de -

que disponen son adecuadas y los métodos de producci6n satis

factorios (Tizard, 1984). 

Para facilitar dichi: inspección técn:..ca y a la vez ejer-

cer un control m~s eficiente, en los E.U.A. es publicado un -

Código de Regulaciones Federales, el cual pr~cticamente con-

tiene los lineamientos de producci6n de todo lo que es produ

cido y consumido en ese país. En el t!tulo 9 de este c6digo, 

denominado Animales y Productos animales, partes 1 a 199, in-
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cluyc la Guia de Producci6n de biol6gicos de diversa !ndolo -

(Clark, 1981). 

Como en México no existe un documento similar de carác-

ter oficial, muchos laboratorios del país se basan en los li

neamientos del Código cstadouni<lcnsa pura elaborar sus produ.s_ 

tos biológicos {Uojó1-qucz, comunicación personal, 1990). 

Es importante señalar que este Código de Regulaciones F~ 

derales de E.U.A., mencionan~ sólo los lineamientos generales 

a seguir, sino que marca la pauta de producción de muchos bi2. 

lógicos determinados (por ejemplo, el toxoide tetánico, J~ v~ 

cuna del virus de la Enf. de Newcastle, etc.), siempre y cua~ 

do existan y/o sean producidos en el mercado estadounidense.

Cuando se pretende lanzar al mercado un producto nuevo, deben 

de seguirse lo~ lineamientos generales marcados en el docume~ 

to, dentro de una Guía de Producci6n, la cual debe ser prese~ 

tada a la d~pendencia gubernamental mencionada, la cual la -

evalGa y decide o no dar su aprobaci6n (Clark, 1987). 

En el caso particular de la producción de biol6gicos ex

perimentales a base de c. ovis y/o sus subproductos, debemos

considerar los siguientes puntos: 

1) Los linc.:irnientos del Código de Regulaciones Federales de 

E.U.A., están diseñados para laboratorios con una in---

fracstructura de alto nivel, par.1 la producci6n indus--

trial de biológicos (Clark, 1981). 
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2) En dicho C6digo, no existe un lineamiento o Guia de Pro

ducci6n especifico para biol6gicos a base de C. ovis o -

subproductos de este microorganismo, lo cual es signifi

cativo si conocemos la dificultad que representa a nivel 

experimental, la elaboraci6n de biol6gicos de esta natu

raleza, dada la disparidad do los resultados obtenidos -

en las diversas investigaciones ya señaladas en el capi

tulo anterior de esta Introducci6n. 

A pesar de lo anterior, en el presente trabajo nos hemos -

apegado lo m6s posible a la metodologia propuesta en el ~--~

C. R. F. citado para la producci6n general de bacterinas, modi

ficando algunos aspectos técnicos o bien adapt6ndolos a los -

recursos de nuestro laboratorio.y a las caracteristicas espe

cificas del microorganismo con él que se trabaj6. Por ejem-

plo, tenemos la adaptaci6n de la prueba d.e potencia como pru~ 

ba de antigenicidad para ~· Para dar una idea m~s com

pleta de lo explicaao, en el ap6ndico de este trabajo se .indi 

can algunos conceptos y procedimientos generales para la pro

ducci6n de bacterinas señalados en el C.R.F., y que fueron t~ 

mados como base para la metodologia de este trabajo (Clark, -

1987). 

Como se puede apreciar en dicho apéndice, el control de

calidad propuesto por el C6digo de Regulaciones Federales de

E. U.A. es un tanto riguroso y promueve la excelencia y seguri 

dad de los productos finales obtenidos. Las modificaciones -

40 



y/o adaptaciones que. en este trabajo se hicieron a dicha met2 

dolog!a se apreciarán en la siguiente sección de este traba-

jo. 

En base al panorama anterior, tan interesante y abierto

ª la investigación, se planteó el problema de iniciar la exp~ 

rirnentación con biológicos para la prevención de la LC en M6-

xico. El presente estudio inicia una serie de trabajos al -

respecto, con los cuales se pretende dar una pauea a mediano

plazo para la inmunización de ovinos y caprinos, contra esta

enferrnedad de gran relevancia a nivel mundial y nacional. 

41 



O B J E T I V O S 

A.- Elaborar una bacterina experimental

ª partir de un cultivo de Corynebac

terium avis. 

B.- Evaluar la bacterina experimental -

elaborada. 
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M A T E R I A L y M E T O D O 



MA'rERIAL y METO DO 

A.- Material (l\daptado de Cownn y Steel, 1979; Hafcz, 1979;

Sears, 1985; Clark, 1987). 

a) Material biológico. 

1) Coryncbacterium avis aislada a partir de nodos lin

faticos y pulmones con lesiones características de

LC, recolectados en el Rastro y Frigorífico del Di~ 

trito Federal (Fcrrer!a). 

2) Suero sanguíneo de origen equino, estéril. 

3) Ratones blancos. 

4) Cuyes cepa I!artley (blancos). 

5) Antigeno de Corynebactcrium ovis. Estandarizado a-

76% transrnitancia (600 nrn> y adicionado con 1% de -

Tween 20. 

b) Cristalería. 

1) Pipetas de 10 ml. estériles. 

2) Pipetas de l ml. estériles. 

3) Pipetas de 1 ml. tipo Pastcur, estériles. 

4) Embudos estériles. 
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MATERIAL y METODO 

A.- Material (Adaptado de Cowan y Stcl l, 1~79: llafcz, 1979; 

Scars, 1985; Clark, 1987). 

a) Material biol6gico. 

1) Coryncbacterium ovis aislada a partir de nodos lin

f~ticos y pulmones con lesiones características de

LC, recolectados en el Rastro y Frigorífico del Di~ 

tri to Federal (Ferrería). 

2) Suero sanguíneo de origen equino, est&ril. 

3) Ratones blancos. 

4) Cuyes copa llartley (blancos). 

5) Antígeno de Corvnebactcrium ovis. Estandarizado a-

76i transmitancia (600 nm) y adicionado con 1% de -

Twecn 20. 

b) Cristalería. 

1) Pipetas de 10 ml. estériles. 

2) Pipetas de 1 ml. estériles. 

3) Pipetas de 1 ml. tipo Pasteur, estériles. 

4) Embudos estériles. 
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5) viales ámbar de 100 ml. estériles. 

6) Viales de 5 rnl. estériles. 

7) Cajas de Petri de 25 ml. estóriles. 

8) Matraces Erlenmeycr de 250 rnl. estériles. 

9) Vasos de precipitado de 50 ml. est6riles. 

10) Tubos de ensaye con tapón de rosca, de 10 ml. est6-

riles. 

11) Frasco de 500 ml con tapa de rosca. 

12) Vasos de precipitado de 200 ml. 

13) Placa de cristal de 10 x 30 cm. 

c) Medios de cultivo. 

1) Agar Sangre, marca Bioxon, » cat. 104-1. 

2) Oxidación-Fennentación (O-F), marca Difco, # cat.--

0688-01. 

3) Caldo urea, marca Bioxon, ~ cat. 215-1. 

4) Rojo de metilo-Voges Proskauer (MR-VP), marca Bio-

xon, i cat. 122-1. 

5) Leche Tornasol, marca Difco, # cat. 0241-01. 
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6) Nitratos, marca Difco, # cat. 0268-01. 

7) Sulfihidrico-Indol-Motilidad (SIM), marca Bioxon, # 

Cat. 101-1. 

8) Caldo de Infusi6n de Cerebro-Corazón (BHI), marca -

Bioxon, # cat. 112-1. 

9) Caldo de Tripticaseina de Soya, marca Bioxon, # ca~ 

111-1. 

10) Caldo Saboraud, marca Dioxon, # cat. 114-.l. 

11) Agar de infusión de Cerebro-Corazón (DllI), marca 

Bioxon, # cat. 147-1. 

12) Agar de Tripticascina de soya, marca Bioxon, # cat. 

108-1. 

13) Agar Saboraud, marca Bioxon, # cat. 107-1. 

14) Medios de azúcares al 1%, con base de agua peptona

da: 

D(+)-Maltosa (M<:!rck, i cat. 5910). 

Rafinosa (Merck, # cat. 7549). 

D(+)-Galactosa (Merck, # cat. 4058). 

Trehalosa (Merck, # cat. 8~53). 

Alfa-L-Ramnosa (Sigma, # cat. R-3875). 

Dextrosa (Merck, # cat. 2085). 
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D-Xilosa (Mcrck, # cat. 8G85). 

Manosa (Merck, # cat. 6519). 

D-Sorbitol (Difco, # cat. 0179-17). 

L(+)-Arabinosa (Merck, # cat. 1492). 

Inositol (Morck, # cat. 4720). 

d) Aparatos. 

1) Centrifuga marca 11 BHG Instrumentaº, mod. "Roto Uni

II11. 

2) Estufa Bacteriológica marca 11 Riossa 11
, mod. EC------

181932. 

3) Microscopio compuesto de campo claro marca "Carl -

Zeiss", mod. 2829. 

4) Engargoladora marca ºLab-Line", f 2. 

5) Agitador orbital marca "Lab-Line", mod. 3535. 

6) Olla de presión (autoclave) marca "Altex", mod. 

1925-X. 

7) Cron6metro, marca "Citizen". 

8) Medidor de pH marca "Corning", mod. portátil 3-D. 

9} Espectrofot6metro marca 11 Bausch & Lombº. 
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e) Equipo. 

1) Asa bacteriológica. 

2) Espiitula. 

3) Mecheros Bunsen. 

4) Tijeras de disección .. 

5) Pinzas de disección. 

6) Bisturí # con hoja # 24. 

7) Gradillas para tubos de ensaye. 

8) Franelas para limpieza. 

9) Palillos de madera. 

10) Jeringas de 20 ml con aguja 20 x 32 mm. estériles, 

11) Jeringas de 5 ml con aguja para insulina, est~ri--

les. 

12) Jeringas de 5 ml con aguja de 20 x 32 mm. estéri--

les. 

13) Jeringas de 3 ml con aguja de 21 x 29 mm, est~ri--

les. 

14) Jeringas de 1 ml con aquja para insulina, est~ri--

les. 
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15) Jaulas. para ratones con comederos y bebederos. 

16) Jaulas para cuyes con comederos y bebederos. 

17) Marcadores de tinta permanente. 

18) Navajas de rasurar. 

19) Micropipeta de aglutación. 

20) Micromezclador para diluciones dobles. 

21) Placa para microaglutinación. 

f) Reactivos. 

1) Solución de formalina al 10%. 

2) solución de formalina al 3% (desinfectante). 

3) solución de cloruro de aluminio al 10%, estéril. 

4) Solución de hidróxido de sodio al 10%, estéril. 

5) Solución de cloruro de sodio al 0.9%, estéril. 

6) Solución de 11.cido clorhidrico al 1%, estéril. 

7) Solución de hidróxido de sodio al 1 % ' estét:il. 

8) Solución buffer de fosfatos (PBS) al 0.9%. 

9) Cloroformo. 
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g) Otros. 

1) Aceite de inm~rsi6n. 

2) Portaobjetos. 

3) Etiquetas autoadheribles de 30 x 50 mm. 

4) Tapones de goma para vial. 

5) Gárgolas para vial. 

6) Alimento comercial para conejo. 

B) Metodología (Adaptada de l\wad, 1960; Daniel, 1977; Cowan y 

Steel, 1979; Hafez, 1979; Sears, 1985; Clark, 1987; Sean 

y-Leamaster, 1987). 

a) Aislamiento e identificación de la Semilla Maestra. 

A partir de los abscesos recolectados se tomaron las --

muestras correspondientes (1 por absceso), previa esteriliza

ción con espátula caliente de la superficie del absceso e in

sici6n con bisturí de la cápsula del tnismo, para exponer el -

exudado, y se sembraron en agar sangre (placa), mediante la 

tt;cnica americana para diluci6n de colonias. 

Las muestras asi obtenidas se incubaron en la estufa ba~ 

teriol6gica por 48 hrs a 37 grados centígrados. 
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g) Otros. 

1) Aceite de inmersi6n. 

2) Portaobjetos. 

3) Etiquetas autoadhcribles de 30 x 50 mm. 

4) Tapones de goma para vial. 

5) Gárgolas para vial. 

6) Alimento comercial para conejo. 

B) Metodologra (Adaptada de Awad, 1960: Daniel, 1977; Cowan 

y Steel, 1979; Hafez, 1979; Sears, 1985; Clark, 1987; -

Sean y Leamaster, 1987). 

a) Aislamiento e identificaci6n de la Semilla Maestra. 

A partir de los abscesos recolectados se tomaron las --

muestras correspondientes (l por absceso), previa esteriliza

ciOn con esp~tula caliente de la superficie del absceso e in

sición con bisturí de la cápsula del mismo, para exponer el -

exudado, y se sembraron en agar sangre (placa), mediante la

técnica americana para dilución de colonias. 

Las mue?tras as1 obtenidas se incubaron en la estufa ba~ 

teriol6gica por 48 hrs a 37 grados cent1gradcs. 



Posteriormente se observó la morfología colonial y se S_!". 

leccionaron aquellos especímenes sospechosos de ser Corynebuc

terium ovis y se les realizó tinci6n de Gram a los frotis co

rrespondientes. Si las bacterias observadas correspondían 

con la morfología de ~, al cultivo correspondiente se -

le realiz6 el estudio de pruebas primarias y secundarias de -

identificación bacteriana mediante la siembra en tubos con m_!". 

dios de O-F, Caldo Urea, ~·R-VP, Leche Tornasol, Nitratos, SIM 

y azacares de acuerdo a las normas establecidas. A cada tubo 

de medio se le añadió 0.5 ml de suero equino, esterilizado -

por filtración. 

Los tubos se incubaron a 37 grados centígrados por 48 -

hrs en la estufa bacteriológica. Pasado ese lapso se proce-

dió a hacer la lectura de los tubos y las cepas que correspon 

dieron a ~ fueron seleccionadas como Semilla llaestra p~ 

ra la elaboración de la bacterina experimental, mantenH!ndose 

en refrigeración a 4 grados centígrados. 

b) Elaboración del biológico. 

Se desinfectó cuidadosamente el área de trabajo y se de

jaron los mecheros encendidos por 10 minutos antes de empezar 

a trabajar. Se tomaron las cepas seleccionadas de la Semilla 

Maestra, como Semilla de Trabajo, ya con un pase previo en -

placa de agar sangre y se tomo una muestra de cada una de 

ellas, la cual se sembró en el correspondiente matraz con 250 
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ml de caldo Bl!I. A cada matraz sembrado de esta forma, se le 

añadi6 12.5 ml de suero equino, sellando después cada matraz

con su tapón. 

Estos matraces se introdujeron al agitador orbital, pre

viamente preparado con 10 litros de agua destilada calentada

ª 37 grados centigrados. Se ajust6 el aparato a 200 rpm y se 

dej6 funcionando por 48 hrs. Pasado ese tiempo se tom6 una -

muestra de cada cultivo y a cada frotis se le realiz6 tinción 

de Gram. Si la morfologta de estos cultivos era satisfacto-

ria, se les realizó el estudio de pruebas de identificación -

bacteriana ya descritas. Aquellos cultivos que dieron positi 

ve a ~, se utilizaron como Semilla de Producci6n para -

elaborar la bacterina experimental. 

A estos cultivos se les realizaron tres pruebas de eva-

luaci6n, a saber: 

1) Determinación de la concentraci6n de bacteria. 

2) Prueba de pureza (de Semilla de Producción). 

3) Prueba de esterilidad (de Semilla de Producción inacti-

vada). 

Con fines descriptivos, estas pruebas se mencionarán en

la siguiente secci6n de este capitulo. 
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Los cultivos que pasaron satisfactoriamente las dos pri

meras pruebas se inactivnron con 0.25 ml de una solución de -

formalina al 10%, incub~ndose cada matraz por 24 l1rs a 37 gra 

aos centígrados en la estufa bacteriol6gica, y despu~s se les 

aplicó la prueba de esterilidad mencionada. 

El siguiente paso fue adicionar a los cultivos que pasa

ron satisfactoriamente la tíltimiJ prueba (bajo lus mismns con

diciones de esterilidad quo todos los pasos anteriores), la

solución de cloruro de aluminio a raz6n de 0.4-0.6% (1.5 ml -

por matraz). Posteriormente se nmortigu6 el pH :icido resul-

tante con la soluci6n de hidróxido de sodio al 10%. Para --

ajustar el pll, se utiliz6 un potenciometro portátil. 

Durante esta operaci6n el cultivo fue precipitado por el 

hidróxido de aluminio resultante, el c~al actuar5 como adyu-

vante de la bacterina experimental así elaborada. 

A continuaci6n se homogeniz6 el preparado de cada matraz 

y con ayuda de los embudos de cristal se vació el contenido a 

los viales ~mbar, derositarrlo 100 ml en cada uno. El material 

sobrante se desechó. Cada vinl fue enqargolado y etiquetado. 

El producto obtenido se dej6 re~osar una semana en ref r~ 

geraci6n (cuatro ~rados centi~rados} y se procedi6 a la apli

caci6n de las siguientes pruebas de evaluaci6n: 
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e) Evaluaci6n de la bacterina ex_P.erimental. 

Como ya se mencionó, a los cultivos de la Semilla de Prz 

ducci6n se les realizaron las siguientes pruebas: 

1) Dcterminaci6n de la concentrnci6n de bacteria. 

En este caso, se tom6 una muestra de cultivo y se coloc6 

en la cubeta de un espectrofot6metro, previamente cali-

brado a una longitud de onda de 600 nm. Se considera s~ 

tisfactoria una lectura del 75-80% de transmitancia, pa

ra esta prueba. 

2) Prueba de pureza (de Semilla de Producción). 

A partir de cada matraz de cultivo, se tomaron cuatro -

muestras, las cuales se sembraron en placas de agar san

gre. Se incubaron por 48 hrs y se realizó frotis para -

tinci6n de Gram junto con pruebas bioquímicas para iden

tlf icaci6n bacteriana. Se considera esta prueba como s~ 

tisfactoria sí sólo se identifica y aisla al microorga-

nismo que constituye la bacterina, y sin la preser1cia -

de ningún otro germen contaminante, a partir de todas -

las muestras tomadas. 

3) Prueba de esterilidad (de Semilla de Producción inactiv~ 

da). 

Despu~s de la incubación de los cultivos inactivados, se 

56 



tomaron muestra~ de los matraces y se sembraron en cua-

tro placas de agur san~re (por matraz) . Se incubaron a-

37 grados cent.ígrildos (2) y a tempcrnturu ambiental {2), 

durante si.etc días. Tambi~n se totnaron otras cuatro --

muestras de cada matraz y se sembraron en placa de agnr

Saboraud, que se incubaron a 37 grados centígrados (2)

y a temperatura ambiental (2) por 14 días. En cada caso 

se dej6 una placa de ngar sangre o Saboraud como control, 

sin sembrar. 

Se considera satisfactoria la prueba si no hay crecimie~ 

to de ningUn tipo en todas las placas sembradas. 

Para evaluar la bacterinn experimental elaborada, se re~ 

lizaron las siguientes pruebas: 

1) 

2) 

3) 

4) 

5) 

Prueba de determinaci6n de pH (producto finalizado) . 

Prueba de esterilidad (producto finalizado). 

Prueba de pureza (producto finalizado). 

Prueba de se<]uridad. 

Prueba de antigenicidad. 

A continuación se describe cada una de estas pruebas: 

1) Prueba de dcterminaci6n de pH (producto finalizado). 

Para determinar el pH final de la bacter ina expc rimen tal, 

se tomaron dos muestras de ml de cada vial y se colocaron -

en vasos de precipitado. Se calibró el potenciómetro con ---
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s.s.r. al 0.9% (para un juego de muestras), y con PBS al 0.9% 

(para el 20. ju~go) . ~e sumergi6 el bulbo del aparato en cada 

una de las muestras pard: tC1'1ar la lectura corrr.spondicntc. 

Se considera satisfactorio un pH promedio unt.rc 6.S y 7.5. 

2) Prueba de esterilidad (producto finalizado). 

A partir de cada vial se tomaron muestras con jeringa CE._ 

t~ril y se inocularon por gota 20 plucas de ug~r Bf!I, 20 pla

cas de agar de triptic11se!na de soya y 20 cajas de agar Sabo

raud, evitando que la gota se escurriera por la superficie 

del agar. Se dej6 secar y se incubó cada caja a 37 grados 

cent!grados (10 cajas) y a temperatura ambiente (10 cajas), -

durante siete dias. A la vez, se dejaron 10 placas de cada -

medio como control sin inocular, a 37 grados cent!grados (ci~ 

co cajas) y a temperatura ambiente (cinco cajas). La prueba

es satisfactoriu si no hay crecimiento en ningOn medio. 

Por otra parte, a partir de cada vial de bactcrina expe

rimental, se inocula.ron tambil!n 20 matra.ces con caldo BHI, 20 

con caldo de tripticasetna de soya y 20 con caldo Saboraud 

{cada matraz contenía 200 ml de medio). De cada medio se de

jaron también 10 matraces testigo por muestra. Todos estos -

medios se incuburon de la misma forma que las placas de agar, 

y se evaluaron bajo el mismo criterio. 
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3) Prueba de pureza (producto t~nalizüuo). 

A partir de cada vial dt: bacterina experimental, se rea

lizaron 30 frotis en portaobjetos y se colorearon con la tin

ci6n de Grant. Estas luminil lns (ueron observadas .n1 micros

copio compuesto pura determinar el tipo de bacteria prcscnte

en base a su morfologf3. Esta prueba es satisfactoria sólo -

si se observa el tipo original de microorganismo presente en

la Prueba do pureza para la Semilla de Producción aprobada, y 

ningtín otro. 

4) Prueba de seguridad. 

Esta prueba se realizó tanto en ratones como en cuycs. -

En el primer caso, a partir de cada vial de bactcrina experi

mental se inocularon por vfa subcutánea 10 ratones blancos. -

A cada ratón se le aplicó 0.5 ml de bacterina. 

Despu6s de esto, se observaron durnntc 15 d!~s. Si alg~ 

no de los ratones morfa en este periodo de tiempo, se realiz6 

la necropsia y el cultivo bacteriol6gico del bazo. También -

se observ6 si se llegaban a producir cambios en el sitio de -

inoculación. 

En el segundo caso, a partir de cada vial <le Lacterina -

experimental se inocularon dos cuyes por vía intramuscular; a 

cada animal se le aplicó 0.5 ml de bacterina. 
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A continuación se mantuvieron en observación por un lap

so de 15 dfas. En caso de muerte de algún cuye, se realizó -

la necropsia y el cultivo bnctoriol6gico del bazo. Asimismo

se revis6 si los cuycs presentaban lesiones en el sitio de -

inoculación. 

En ambas pruebas, se considera satisfactorio el resulta

do que muestra la ausencia de muerte en alguno de los rniem--

bros de la población estudiada, por causas atribuibles al pr2 

dueto que nos ocupa. 

5) Prueba de antigenicidad. 

En esta prueba, por cada vial de bacterina se inocularon 

10 ratones con 0.5 ml de bacterina, dejándose 10 ratones más

como grupa control. Todos los ratones fueron inoculados por

vía subcutánea, y al lote testigo se le aplicó 0.5 ml de agua 

destilada estéril. 

A los 15 días se sangraron en blanco tres ratones de ca

da grupo experimental y tres ratones del grupo testigo. Los

sueros obtenidos se dernsitaron en dos viales, uno para los -

sueros experimentales y otro para los sueros testigo. 

El resto de los ratones fue revacunado con la bactcrinü

(gpo. experimental) o reinoculado con agua destilada est~ril

(gpo. control). 
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Pasados ocho d!as de esta 2a. vacunaci6n, se sangraron -

en blanco cuatro ratones do cadn grupo oxpcrimcntal y cuatro

de cada grupo testigo. Se obtnv icron los suuros corrcsron--

dientes y se almncennron de modo sitnil~r a los Qntcriores. 

Finalmente, a los ocho d!as de esta última operación (31 

días del inicio del expcrimc11to), so rcpiti6 el sangrado, ob

tención y almacenamiento de sueros de los ratones restantes -

(3) de cada grupo. 

Para la obtención del suero, se centrifug6 la snngre re

colectada a 2500 rpm por 10 min. Despu6s de almacenar los -

sueros en los viales correspondientes, 6stos se mantuvieron -

en congelaci6n hasta el momento de sor utilizados. 

Con el suero obtenido de esta manera, se obtuvieron seis 

subgrupos de sueros, tres del grupo experimental, a los 15, -

23 y 31 días¡ y tres del grupo control, a los 15, 23 y 31 

dias por vial de bacterina experimental (ver cuadro 1). 

Con cadil uno de estos sub<Jrupos de sueros, se realizaron 

pruebas de aglutinación para la detección de titulas de anti

cuerpos inducidos por la bactcrina experimental inoculada. 

Para tal fin se aplicaron dos pruebas adaptadas de el -

test de aglutinación propuesto por Awad (1960) para ~.

En estas pruebas se utilizó un antígeno estandarizado de f...:__:. 

avis a base de somas celulares, preparado en el laboratorio -
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de Microbiología (Campo IV) de la F.E.S. Cuautitlan, bajo la 

supervisión del Ing. Luis Bojórqucz Narv5ez. Las dos prue-· 

bas de aglutinación manejadas fueron las siguientes: 

1) Prueba cualitativa de aglutinación en placa. 

Se colocó una gota de suero en un portaobjetos limpio y

se añadió una gota del antígeno de ~· Se tomaron lectu

ras a los tres y ocho minutos para detectar la presencia de -

la reacción aglutinante. 

2) Prueba cuantitativa de aglutinación en placa. 

En una placa de microtitulación se colocaron 0.5 ml de -

antígeno en cada pozo, despu€s se tomaron 0.5 ml de suero y -

se colocaron en el primer pozo de cada serie; a continuaci6n, 

con la micromezcladora para microtitulaci6n se fueron transf! 

riendo 0.5 ml de la mezcla del primer pozo (l:l) a trav€s de

la serie lineal para cada suero, realizándose así díluciones

dobles. En el Ultimo pozo de cada serie se dejó Gnicamente -

antígeno como control (ver cuadro 2). 

Una vez realizadas las diluciones de cada suero, ~stas -

se transfirieron a una placa de cristal con la ayuda de una -

pipeta Pasteur para cada suero, y empezando de la dilución -

mas alta (desde el final de cada serie), para evitar lecturas 

falsas. 
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de Microbiología (Campo IV) de la F.E.S. Cuautitlán, bajo la 

supervisi6n del Ing. Luis Doj6rqucz Narvácz. Las dos prue--

bas de aglutinaci6n manejadas fueron las siguientes: 

1) Prueba cualitativa de aglutinaci6n en placa. 

Se coloc6 una gota de suero en un portaobjetos limpio y

se añadi6 una gota del antígeno de c. avis. Se tomaron lectu

ras a los tres y ocho minutos para detectar la presencia de -

la reacci6n aglutinante. 

2) Prueba cuantitativa de aglutinaci6n en placa. 

En una placa de microtitulaci6n se colocaron 0.5 ml de -

antígeno en cada pozo, despu6s se tomaron 0.5 ml de suero y -

se colocaron en el primer pozo de cada serie; a continuaci6n, 

con la micromezcladora para microtitulaci6n se fueron transf! 

riendo 0.5 ml de la mezcla del primer pozo (1:1) a través de

la serie lineal para cada suero, realizándose as! diluciones

dobles. En el último pozo de cada serie se dejó únicamente -

antígeno como control (ver cuadro 2). 

Una vez realizadas las diluciones de cada suero, éstas -

se transfirieron a una placa de cristal con la ayuda de una -

pipeta Pasteur para cada suero, y empezando de la dilución -

más alta (desde el final de cada serie), para evitar lecturas 

falsas. 
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de Microbiología (Campo IV) de la F.E.S. Cuautitl§n, bajo la 

supervisi6n del Ing. Luis Boj6rqucz Narv5ez. Las dos prue-

bas de aglutinación manejadas fueron las siguientes: 

1) Prueba cualitativa de aglutinaci6n en placa. 

Se colocó una gota de suero en un portaobjetos limpio y

se añadió una gota del antígeno de~· Se tomaron lectu

ras a los tres y ocho mihutos para detectar la presencia de -

la reacción aglutinante. 

2) Prueba cuantitativa de aglutinaci6n en placa. 

En una placa de rnicrotitulaci6n se colocaron 0.5 rnl de -

antígeno en cada ¡:ozo, después se tomaron 0.5 ml de suero y -

se colocaron en el primer pozo de cada serie; a continuaci6n, 

con la micromezcladara para microtitulaci6n se fueron transf! 

riendo 0.5 rnl de la mezcla del primer pozo (1:1) a través de

la serie lineal para cada suero, realizándose as! diluciones

dobles. En el altimo pozo de cada serie se dej6 anicarnente -

antígeno como control (ver cuadro 2). 

Una vez realizadas las diluciones de cada suero, éstas -

se transfirieron a una placa de cristal con la ayuda de una -

pipeta Pasteur para cada suero, y empezando de la diluci6n -

rn§s alta (desde el final de cada serie), para evitar lecturas 

falsas. 
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Se tomaron las lecturas a los tres y ocho minutos para -

la detección de reacciones aglutinantes. 

Los resultados obtenidos en esta prueba cuantitativa, 

fueron interpretados en fonna logar!tmica y sometidos a un 

análisis estadístico de varianza para comparación de las me-

días de las poblaciones estudiadas (ratones vacunados y rato

nes sin vacunar). 

Los viales de la bacterina experimental que aprobaron t9 

das las pruebas de evaluación señaladas, fueron rotulados dc

acuerdo a las normas establecidas y almacenados a cuatro gra

dos centígrados. En la figura l., se muestra un diagrama de

flujo de la metodología descrita en este capítulo. 
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CUADROS 

CUADRO 1.- PRUEBA CUANTITATIVA DE AGLUTINACION EN PLACA PARA
C. ovis: Subgrupos derivados a partir de la obten
ción de sueros, por viul de bactcrina experimental 
(Adaptado de Awad, 1960). 

GRUro 'IUl'AL DE RA'.IWES SU!lGR!JroS DIAS PREVIOS A IA 0_!! N'.>. DE RATCNES 
IORGimU OBTENI!JQS TENCION DE SUERO INCLIJIDC6 

EXPERI 
E-1 15 3 

MEmAL 10 E-2 23 4 
E-3 31 3 

C-1 15 3 
a:M'ROL 10 C-2 23 4 

C-3 Jl J 

CUADRO 2.- REPRESENTACION DE LAS DILUCIONES UTILIZJ\DAS EN LA
PRUEBA CUANTITATIVA DE AGLUTINACION EN PLACA PARA
C. ovis. (Adaptado de Awad, 1960). 

DILUCIONES 

l :l 1:2 l: 4 1: B l: 16 1:32 l :64 1:128 1:256 1:512 1:1024 h;¡ 

ANTIG_!:; 
N:) 

(ml) .5 .5 .5 .5 .5 .5 .5 .5 .5 .5 .5 

SUEro 
(ml) .5 .25 .125 .062 .031 .015 .007 .003 .001 .0009 .0004 o 
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FIGURA 1: ELABORACION 'i EVl\LU/\CION DE UN/\ BACTERINA EXPERI-
MENTAL DE Corynebacterium ovis (Adaptado de Awad,-
1960; Cowan y Steel, 1979: sears, 1985; Clark, ---
1987 y Sean y Lcamaster, 1987). 
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R E S U L T A D O S 

se recolectaron un total de 20 muestras de abscesos sos

pechosos de LC, a partir de pulmones y nodos linfáticos de -

ovinos y caprinos. El crecimiento colonial correspondió al -

reportado para corynebacteriun avis (Carter, 1985), en las 20 

muestras. 

La observación de frotis obtenidos a partir de las colo

nias referidas, mostró la presencia de bastos cortos Gram (+), 

característicos de ~ (Jawetz y Melnick, 1983; Carter, -

1985), en los 20 casos estudiados. Las pruebas de identific~ 

ci6n bacteriológica reportaron como ~ a los 20 cultivos 

obtenidos, los cuales se almacenaron a cuatro arados cent!gr~ 

dos, como Semillas Maestras para la producción de la bacteri

na experimental. 

Se seleccionaron dos de Lstos cultivos en forma aleato-

ria para ser las Semillas de Trabajo de la bacterina experi-

mental. Los cultivos soleccicnados se identificaron como ce

pa 12 y cepa 42. 

Estas cultivos se pasaron a caldo BHI enriquecido con 

suero sanguineo de origen equjno para obtener las Semillas de 

Producci6n correspondientes, identificadas con los mismos n~

meros de las Semillas de Trabajo de origen. 
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A estas cepas se les dctcnnin6 la concentraci6n de bact2 

rias mediante la lectura espectrofotom~trica, ajustada a 600-

run de longitud de onda, la cual arrojó los siguientes result~ 

dos: 

Cepa 12 

Cepa 42 

76% de transmitancia 

77% de transmitancia 

La concentraci6n se consideró satisfactoria para los dos 

cultivos. 

Asimismo, las dos cepas pasaron satisfactoriamente la -

prueba de pureza para Semilla de Producción, al recuperarse -

la bacteria de los cultivos realizados, sin contaminante alg~ 

no. 

Los dos cultivos, una vez inactivados, también pasaron -

en fonna satisfactoria la prueba de esterilidad para Semilla

de Producción inactivada, al no detectarse ningún tipo de cr~ 

cimiento en los medios sembrados a partir de los cultivos 

inactivados, ni en los medios de control, a 37 grados cent!-

grados y a temperatura ambiental. 

El ajuste de pH realizado durante la adición del adyuvarr 

te, dio como resultado una lectura de 6.97 para la cepa 12 y

de 6.95 para la cepa 42, considerados ambos como satisfacto-

rios dentro de los parámetros establecidos (Clark, 1987). 
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A partir de cada matraz de bacterina experimental elabo

rada (un matraz de 250 ml por cepa)' se obtuvieron dos viales 

de 100 ml de bacterm, experimental, el sobrante desechado. A 

cada par de viales se le identificó provisionalmente con la -

leyenda Bacterina Experimental tlü c. avis, el nl'.imero de la c~ 

pa correspondiente y el n!Í!llero de vial: 

SEMILLA DE PRODUCCION 

12 

42 

ff DE VIALES DE 
BACTERINA ODTENIDOS 

2 

2 

NOMENCLATURA 

12-1 

12-2 

42-1 

42-2 

Los cuatro viales de ba.cterina experimental obtenidos, --

despu6s de una semana de reposo en refrigeraci6n, fueron sorne 

tidos a las pruebas de evaluaci6n correspondientes. Los re--

sultados obtenidos se indican a continuaci6n: 

a) Prueba de esterilidad (producto finalizado). 

En este caso, los cuatro viales pasaron satisfactoriame~ 

te la prueba, puesto que ninguno de los medios de cultivo S"!". 

brados por gota a partir de las correspondientes muestras de-

bacterina mostró crecimiento bactcriuno o mic6tico durante el 

tiempo de observación considerado, tanto a 37 grados cent1gr~ 

dos como a temperatura ambiental. Lo mismo ocurri6 con los -

medios de control de la prueba (ver tabla 2) . 
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b) Prueba de determinación de pi! final. 

Los resultados se ilustran en la tabla 3. 

e) Prueba de pure2<1 (producto finalizado). 

En todos los frotis observados n pnrtir de los cuatro -

viales de bacterina expcrimentul, siempre se observaron bast2 

nes cortos Gram {+),aislados o on grupos, junto con una sub~ 

tancia homogenca de color rosa intenso, correspondiente al -

adyuvante. No se detectó otra morfolog!a bacteriana o rnic6t! 

ca. La prueba se consideró satisfactoria para los cuatro vi~ 

les de bacterina. 

d) Prueba de se9uridad. 

1) Ratones. 

Ninguno de los animales inoculados mostr6 signos de en-

fermedad o daño atribuible al producto aplicado, durante 

todo el tiempo de obscrvaci6n. Esto fue constante en -

los cuatro lotes de ratones, correspondientes a los via

les evaluados. La prueba se consideró satisfactoria. 

2) Cuyes. 

El resultado de esta prueba fue similar al de la prueba

en ratones. La prueba se considcr6 satisfuctcria. 
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e) Prueba de antigenicidad. 

Los resultados obtenidos en lns pruebas de aglutinaci6n

correspondientes son los siguientes: 

1) Prueba cualitativa de aglutinaci6n en placa para --

~· 

En esta prueba, los sueros experimentales mostraron re-

sultndos positivos al notarse una rcacci6n aglutinante -

(forrnaci6n de grumos), a los 4-5 minutos de haber mczcl~ 

do la gota de antígeno de ~ con el suero corrcspo~ 

diente. Esta reacción aglutinante fue generalmente más

marcada en aquellos grupos de sueros obtenidos a los 23-

d1as de iniciado el experimento (a los ocho d1as de la -

2a. vacunación) (ver tabla 4). 

Los sueros de los ratones control dieron resultados ncg~ 

tivos (sin aglutinación) (ver tabla 4). 

2) Prueba cuantitativa de aglutinación en placa para -

~· 

Los resultados obtenidos en esta prueba y su conversi6n

logaritmica se ilustran en la tabla 5: mostr§.ndose que -

los sueros experimentales registraron tttu.los más altos

que los sueros testigo, en los cuatro viales de bacteri-

na. 

El análisis estadístico de estos datos se presenta en 

las tablas 6, 7 y B. 
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TABLA 2: RESULTJ\DOS DE LA PRUEBA DE ESTERILIDl\D (PRODUCTO --
FINALIZADO). 

VU\L MEDIOS DE OJLTIVO TEMP!lW\TUM CREX:JMlmIO RESULTADO 

12-1 /lqar BllI 37ºC Negativo Satisfactorio 
Medio roib. Negativo 

h:]ar Trípticase1na 
de Soya 37ºC Negativo Satisfactorio 

MOOio illlb. Negativo 

l\qar SaboralXl J7°C Negativo Satisfactorio 
Ma'lio aTib. Negativo 

Caldo Blil 37ºC Negativo satisfactorio 
Medio aTib. Negativo 

Caldo Tripticaseina 
de Soya J7°C Negativo satisfactorio 

Malio amb. Negativo 

Caldo Sal::oraul 31•c Negativo Satisfactorio 
Medio i'Sllb. Negativo 

12-2 J>qar lll!I 37°C Negativo Satisfactorio 
Mo:lio anb. Negativo 

J'oJ;¡ar Tripticaseina 
de Soya 37°C Negativo Satisfactorio 

Medio anb. Negativo 

/lqar SaJ:oralXl 37°C Negativo Satisfactorio 
Mallo anb. Negativo 

caldo BllI 37°C Negativo Satisfactorio 
Medio <rnb. Negativo 

caldo Triptícaseina 
de Soya 37°C Negativo Satisfactorio 

Medio amb. Negativo 

caldo Satorau:l 37°C Negativo Satisfactorio 
Medio amb. Negativo 

42-1 NJar Bl!I 37°C Negativo Satisfactorio 
Medio anb. Negativo 

l>l;¡ar Tripticase!na 
de Soya 37~C Negativo Satisfactorio 

Me:lio anb. Negativo 

I><Jar saboraul 37°C Negativo Satisfactorio 
Medio amb. Negativo 
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Tl\BLA 2: (Continuación) 

MEDIOS DE OJLTI\Q 'l'l:MPERJ'(I'URA CRfJCL'!IDITO RESlIT,Tl\f.0 

42-1 Caldo BIII 37°C Negativo Satisfactorio 
Mo:lio "1\b. Negativo 

Caldo Tripticasefna 
de Soya 37ºC Negativo Satisfactorio 

Ma:lio amb. Negativo 

Caldo Sal::ormrl 37°C Neqativo Satisfactorio 
Mo:iio anb. Negativo 

42-2 J\gar llllI 37°C Necrativo Satisfactorio 
Mallo amb. N~ativo 

J\gar Tripticase.ína 
de Soya 37°C Negativo Satisfactorio 

Mallo amb. Negativo 

/ll;Jar Sal:oralli 37°C Negativo Satisfactorio 
Mo:lio anb. Negativo 

caldo BHI 37ºC Negativo Satisfactorio 
Mo:iio anb. Negativo 

Caldo Tripticaseína 
de Soya 37°C Negativo Satisfactorio 

Mo:lio amb. Nc.-gativo 

caldo Sal;orau:l 37ºC Negativo Satisfactorio 
Medio amb. Negativo 

TABLA 3: RESULTADOS DE Ll\ PRUEBA DE DETERMINAClON DE pH FINAL. 

VIAL pu RESULTADO 

12-1 G.7 Satisfactorio 
12-2 6.B Satisfactorio 
42-1 6.B Satisfactorio 
42-2 6.7 Satisfactorio 
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TABLA 4: RESULTADOS DE LA PRUEBA CUALITATIVA DE AGLUTINACION 

EN PLACA PARA ~· 

VIALES 12-1 

Gpos. de 
Ratones E 

DIAS . 15 + 

23 ++ 

31 + 

E = Experimental 

C Control 

c 

12-2 42-2 42-2 

E c E c E c 

+ ++ + 

+ ++ ++ 

+ + 

+ = Aglutinación visible 

++ = Aglutinación marcada 

+ 

- = Negativo 

• de inicia
da la pba. 

TABLA 5: RESULTADOS DE LA PRUEBA CUANTITATIVA DE AGLUTINA---

CION EN PLACA PARA C. avis. 

VIALES 12-1 

Gµ>s. de 
Ratones E c 

1:128 1:2 
DIAS* 15 (2.1) (0.3) 

1:256 1: 2 
23 (2.4) (0.3) 

1:128 1:2 
31 (2.1) (0. 3) 

E = Gpo. experimental. 

c = Gpo. oontrol. 

12-2 42-1 42-2 

E c E c E c 
1:128 1:16 1:128 _l: 2 1:128 .1:2 
(2.1) (1.2) (2.1) (0.3) (2.1) (0.3) 

1:256 1:8 1:256 1:8 1:256 1:2 
(2.4) (0.9) (2.4) (0.9) (2.4) (0.3) 

1:128 1:8 1:256 1:2 1:128 1:2 
(2.1) (0.9) (2. 4) (0.3) (2.1) (O. 3) 

• de iniciada la prueba. 

NOTA: Se indica el t!tulo m~s alto en el que se observó la -
reacción aglutinante, y entre par~ntesis, su conver--
si6n logar!tmica. 
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ANALISIS ESTADISTICO DE VARIANZA 

TABLA 6: ANALISIS DE VARIANZA DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA -
PRUEBA CUANTIT1\TIVl\ DE AGLUTINACION EN PLACA PARA -
c. ovis: Lectura a los 15 días de iniciada la prue
ba (Daniel, 1977; Schcfler, 1981). 

DATOS 

Lote Gpo. Exp. Gpo. Control 
(nl) (n2) 

k = 2 
12-1 2 .10 0.30 

12-2 2.10 l. 20 n = T 8 

42-1 2.10 0.30 

42-2 2.10 0.30 x = l. 31 
2 

= 0.095 s(a) 
n 4 4 

x 2.10 0.52 
2 o 0.19 s 

CALCULOS 

se= (2.1 - 1.31)
2 + (0.52 - 1.31)

2 

2 l. 2482 

0,6241 + 0.6241 l. 2482 

ª<x> = - 1-- = l.2402 

2 
s(b) 

F (1, 6) 

1.2482 (4) 

4.99 +o 
o. 095 

4.99 

52.52 

Valores críticos de F (Schefler, 19811: 0.01 

Entonces: 

52,52) 13.74 (P) 0.01) 

13.74 

Por lo tanto, la diferencia entre las medias es significativa. 

Nota: 2 
S (a) varianza intragrupal. 

2 
S(b) Varianza entre las medias de los tra---

mientes (k) . 
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TABLA 7: ANALISIS DE VARIANZA DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA -
PRUEBA CUANTITATIVA DE AGLUTINACION EN PLACA PARA -
C. ovis: Lectura a los 23 d!as de iniciada la prue
ba (Daniel, 1977~ Schefler, 1981). 

DATOS 

Lote Gpo, Exp. Gpo. Control 
(nl) (n2) k = 2 

12-1 2.40 0.30 "T = 8 
12-2 2.40 0.90 

42-1 2.40 0.90 x = i. 46 

42-2 2.10 0.30 2 
S (a) = 0.07 

n 4 4 

x 2.32 0.60 
s2 0.02 0.12 

CALCULOS 

se= (2.32 - 1.40) 2 + (0.60 - 1.46) 2 = 0.7396 + o.7396 = 1.4792 

2 =~ 
s ex¡ i l.4792 

2 s 1b
1 

w 1.4792 (4) s.91 

5.91 + o 
0.07 

84.42 

Valores criticas de F (Schefler, 1981): 0.01 

Entonces 

84.42 > 13.74 (P > 0.01) 

13.74 

Por lo tanto, la diferencia entre las medias es significativa. 
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TABLA 8: ANALISIS DE VARIANZA DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA -
PRUEBA CUANTITATIVA DE AGLUTINACION EN PLACA PARA -
c. ovis: Lectura a los 31 días de iniciada la prue
ba (Daniel, 1977; Schefler, 1981). 

DATOS 

Lote Gpo. Exp. Gpo. Control 
(n 1 l (n2) k = 2 

12-1 2. 10 0.30 nT = 8 
12-2 2.10 0.90 

42-1 2.40 0.30 ;¡ = 1.31 

42-2 2.10 0.30 
2 

s(a) = o. 055 

n 4 4 
¡¡ 2.17 0.45 
s2 0.02 0.09 

CALCULO$ 

se = (2.11 - 1.31)
2 + 10.45 - 1.3J.J 2 

o.7396 + o.7396 = 1.4792 

2 l. 4792 
s (X) - 1-- = l. 4 792 

2 
s{bl = 1.4792 (4J 5.91 

F = 5.91 + O 
(1.6) 0.07 84.92 

Valores críticos de F {Schefler, 1981): 0.01 13.74 

Entonces: 

84 .92 > 13. 74 (P > 0.01) 

Por lo tanto, la diferencia entre las medias es significati-
va. 
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D I S C U S I O N 



DISCUSI 

ESTA 
~ 

1tSIS NO DrBE 
DE lA llSIJilIECA 

Si bien los resultados obtenidos en las diversas pruebas 

de evaluaci6n de la baeterf.na experimental elaborada, fueron-

satisfactorios, se deben hacer algunos comentarios al respec-

to. 

En primer lugar, se hace hincapíe en el hecho de que no

está reportada una Gu1a de Producci6n especifica para biol6gi 

cos a base de ~ y/o sus mctabolitos (Clark, 1987). Por 

este motivo, se han realizado algunas adaptaciones a los Re--

querimientos Estándar citados en el C6digo de Regulaciones F~ 

derales, las cuales toman en cuenta las características espe-

ciales del microorganismo con el que se trabaj6, tales como -

metabolismo, características antigénicas, etc. 

En la Prueba de Pureza para producto finalizado, no se -

llev6 a cabo el aislamiento, puesto que el producto habia pa-

sado satisfactoriamente la Prueba de Esterilidad. Entonces,-

para comprobar la presencia de C. avis en el producto (y nin-

gGn otro microorganismo), se procedi6 a la toma de muestras -

en forma aleatoria para la elaboración de froti~ para colo-

ración de Gram, en número significativo, a partir de cada ---

vial de bacterina. El resultado fue no se detectaron microoE 

ganismos diferentes a ~ en los 40 frotis elaborados a -

partir de los cuatro viales. 
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En la Prueba de Esterilidad se introdujeron los medios -

de BllI (caldo y agar) y de saboraud (caldo y agar) como modi

ficaciones en lo descrito en el C.R.F. En este caso, el me-

dio de BllI enriquecido con suero, tiene ln ventaja adicionul

de favorecer el crecimiento de C. avis: y el medio de Sabo--

raud tiene una alta selectividad para el crecimiento de han-

gas (Cowan y Steel, 1979). 

La Prueba de Seguridad se realiz6 en forma doble (con r~ 

tenes y con cuycs), para asegurar la inactivaci6n adecuada de 

la exotoxina remanente en la formulaci6n del producto elabor~ 

do. El tiempo de almacenamiento despuós de la elaboraci6n ~

del producto también juega un papel importante de acuerdo con 

lo reportado por algur.os autores (Hsu y Renshaw, 1985). 

La Prueba deAntigcnicidad se utiliz6 como alternativa de 

la Prueba de Potencia, debido a la dificultad econ6mica para

conseguir ovinos y caprinos, sujetos ideales para esta Gltima 

prueba, puesto que ambos son muy susceptibles a la infecci6n

por C. avis (Gillespie y Timoney, 1983). Por lo tanto, se -

plantearon las pruebas serol6gicas de aglutinaci6n para deteE 

minar la capacidad del biol6gico experimental elaborado para

introducir la formaci6n de anticuerpos en los individuos vac~ 

nadas. Por otra parte, se considera a este estudio corno un -

ensayo preliminar para las evaluaciones de campo pertinentes. 
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Los resultados obtenidos en esta Prueba de Antigcnici--

dad, en su parte cuantitativa, al ser sometidos a un an~lisis 

estadfstico de varianza, mostraron ser altamente significati

vos. De acuerdo a esto, la buctcrina posee una buena antige

nicidad. 

Es importante señalar que mientras que en la prueba cua

litativa los sueros testigos no presentaron rcacci6n agl.uti-

nante, en la prueba cuantitativa si hubo reacciones de aglut! 

naci6n en dichos sueros (lo cual i;in embargo, no influyó en -

la significancia estadística) . 

Es posible que en este caso se presentaran reacciones de 

autoaglutinaci6n en el ant1gcno elaborado (lo cual está rcpoE 

tado para~. por ~wad, 1960; Ellis, 1983 y Brown y Olan 

der, 1987), aunque este inconveniente trató de aminorarse me

diante la adición de Tween 20 a la f6rmula de dicho antígeno. 

Por lo tanto, es mSs probable que esas lecturas positi-

vas débiles en los sueros testigo, se debieran a que ambos -

grupos de ratones {control y experimentales} convivieron, si

no en contacto directo; sf muy cerca uno del otro; de esta -

forma, es factible la diseminación de partrculas ant!genicas

entre las poblaciones de ratones estudiadas, con la subsi---

guiente formación de anticuerpos. 

Los resultados aqu1 obtenidos, permiten la utilizaci6n -

del producto a nivel de laboratorio con una confiabilidad ---
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aceptable, de acuerdo a lo reportado por carncron et. al., 

1972; Cameron y Fuls, 1973; Cameron y Buster, 1984 y Sean y -

Learnaster, 19B7. 
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e o N e L u s I o N E s 



e o N e L u s I o N E s 

1.- De acuerdo a los criterios marcados en el presente estu

dio, es posible la elaboraci6n de una bacterina experi-

mental de ~. con un nivel de confiabilidad que peE 

mita su utilización a nivel de laboratorio. 

2.- En base a los resultados obtenidos en la Prueba de Anti

gencidad y su análisis estadístico, se afirma que la baE 

terina experimental elaborada tiene un nivel de antigeni 

cidad aceptable. 

3.- El rn~todo de elaboraci6n utilizado permite obtener con -

una cantidad relativamente pequeña de cultivo bacteriol~ 

gico (Semilla de Producción) , un volumen de biológico s~ 

ficiente para 200 ovinos y/o caprinos, en condiciones de 

campo. 

4.- Se propone una investigación a nivel campo con ovinos 

y/o caprinos utilizando la bacterina elaborada en este -

estudio, para avalar los resultados obtenidos en la Pru~ 

ba de Antigenicidad. 
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A P E N D I C E 



J\ P E N O I C E 

Conceptos y Procedimientos Generales para la Producción-

de Bacterinas. (Tomado de Clark, 1987). 

a) Productos biológicos y t6nninos relacionados. 

1) Producto biológico experimental: Un producto de ti 

po biológico que está siendo evaluado para es

tablecer una solicitud para una licencia de -

producto o permiso. 

2) Producto terminado: Un producto biológico produci

do a granel de acuerdo con las disposiciones -

para formato final y composición. 

3) Producto finalizado: Un producto biológico termina 

do que ha sido embotellado, sellado, empacado

y etiquetado, de acuerdo a las disposiciones -

vigentes. 

4) Guía de producción: Un protocolo detallado de pro-

cedimientos de elaboración a seguir en la pre-

paraci6n de un producto biológico y que en oc~ 

siones puede ser referido como una guía. 

5) Fecha de cosecha: J\ menos que se especifique otra

cosa en la Guia de Producción oficial, la fe--

97 



cha de cosecha es aquella en la que la sangre

º tejidos fueron recolectados para la produc-

ci6n, o bien, la fecha en que lon cultivos o -

microorganismos vivos fueran removidos de las

incubadorns de producci6n. 

b) Terminologf..J. de ctiqlll~tudo. 

1) Etiqueta: Todo material gráfico escrito o impreso. 

2) Etiquetado: Toda etiquet.J. que acompañe al envase -

terminal o final. 

3) Envase fin al: r.a unidad, botella, vial, frasco ám-

pula, tubo u otro recept~culo en que cualquier 

producto biológico es depositado para su dis-

tribuci6n y venta. 

4) Nombre verdadero: El nombre declarado en la licen-

cia de productc o permiso en el tiempo de emi

si6n correspondiente, para dif~renclar al pro

ducto biol6gico de otros, previendo que la PªE 

te principal. del nombre debe ser enfatizada en 

cada licencia o penniso mediante lu rotulación 

m~s prominente que los t6rminos descriptivos -

que sean necesarios p.::ir.:i completar la difcren

ciaci6n. 
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5) Fecha de expiraci6n: Una fecha que designe el fi~

nal del período durante el cual el producto -

biol6gico, cuando fue adecuadamente almacenado 

y manejado, puedo ser doclnrndo con accptable

certeza, ser eficaz. 

c) Terminoloq1a de pruebas. 

1) Requerimientos estándar: M6todos do prueba, proce

dimientos y criterios establecidos por los SeE 

vicios Veterinarios para evaluar productos bi2 

lógicos en cuanto a su pureza, seguridad, po-

tencia y eficacia, ast como en cuanto a no ser 

inservible, contaminando, peligroso o perjudi

cial por su uso. 

2) Pureza o puro: Calidad de un producto biológico -

preparado en una forma final relativamente li

bre de microorganismos y materiales (orgánicos 

e inorg~nicos) extraños, determinada par m6to

dos de prueba o procedimientos establecidos -

por los Servicios Veterinarios en los requeri

mientos estándar, o en la Gu1a de producci6n -

aprobada para cada producto. 

3) Seguridad o seguro: Libre de propiedades causales

de reacciones indebidas de tipo local o sistém! 
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co cuando el producto ca usado tal y como lo -

recomienda o sugiere el productor. 

4) Esterilidad o estéril: Libre de microorganismos 

contaminantes viables, demostrable por los re

querimientos est~ndar o aprobado por las Guías 

de Producción. 

5) Potencia o potente: Poder relativo rle un producto

biológico determinado por métodos de prueba o

procedimientos establecidos por los Servicios 

Veterinarios en los requerimientos estándar o 

en la Gufa de Producción aprobada por cada pr~ 

dueto. 

6) Eficacia o eficaz: Capacidad específica o habili-

dad del producto biológico para dar el result~ 

do para el que fue concebido cuando se us6 ba

jo las recomendaciones del fabricante. 

7) Dosis: La cantidad de un producto biológico reco-

mendada en la etiqueta para darse a un animal

en un tiempo determinado. 

8) Vacunado: Un animal que ha sido inoculado, inyec-

tado o se le ha administrado <le otra iorma un

producto biológico para su evaluación. 
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9) Animal control: Un animal que ha sido referido co

mo un control, usado en un proce<limien.to de -

prueba con propósito comparativo o para vali-

dar los resultados obtenidos. 

10) D!a: Tiempo transcurrido entre cualquier hora reg~ 

lar de trabajo de un d1a y cualquier otra hora 

regular de trabajo del siguiente d!a, 

11) Saludable (sano): Aparentemente normal en todas -

sus funciones vitales y libre de signos de en

fermedad. 

12) Reacciones desfavorables: Todos aquellos cambios -

adversos que ocurrieron en los individuos salu 

dables de un experimento, subsiguientes a la -

iniciación del mismo y manifestadas durante el 

periodo de observación prescrito en el protoc~ 

lo de la prueba y que son atribuibles al pro-

dueto biológico probado o bien a factores no -

relacionados a cada producto, determinados por 

el conductor individual responsable del exper~ 

mento. 
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d) Microorc¡anismos Semilla. 

1) Semilla Maestra; Un microorganismo con un nGmcro -

especifico de pases que ha sido seleccionado y 

almacenado permanentemente por el productor y

a partir del cual se derivan todos los otros -

pases de semilla, dentro de los niveles permi

tidos. 

2) semilla de Trabajo: Un microorganismo con un nivel 

de pase entre la semilla maestra y la semilla

de producci6n. 

3) semilla de Producci6n: Un microorganismo que tiene 

un nivel de pase específico y que se usa sin -

otro (s) pase (s) más para iniciar la prepara

ci6n de una fracci6n. 

t!) Requerimientos {procedimientos) estándar. 

1) oetecci6n de bacteria viable y hongos (e:<cepto en -

vacunas vivas}. 

Cuando se usan línc~s celulares, células prim~ 

rias o ingredientes de origen animal en la pr~ 

paraci6n de un producto bio16gico, se requiere 

que ~stos est~n libres de bacterias viables u

hongos. 
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Medios de cultivo utilizados: 

+ Medio flu!do do tioglicolato con 0.5% de e~ 

tracto de carne. Para probar la prosencia

de bacterias en productos biol6gicos que -

contengan toxoides clostridiales, bactori-

nas o toxoides·bacterinas~ 

++Medio fluido de tioglicolato con o sin 0.5% 

de extracto de carne. Para probar la pre-

sencía bacteriana en biológicos diferentes

ª los anteriores (sin subproductos clostri

diales). 

+++Medio digerido de caseína y harina de soya. 

Para probar crecimiento de hongos. 

se debe preveer que si los productos biol6gi-

cos contienen preservativos mercuriales, el m~ 

dio fluido de tioglicolato sin extracto do ºªL 

ne, debe ser sustituido. 

Procedimiento de la prueba: 

Un mililitro de cada muestra de producto termi 

nada debe ser colocada en cada medio preparada 

(un medio para cada muestra) , considerando que 

si el contenido del producto terminado es inf~ 

rior a 2 ml, se utilizará la mitad de dicho v~ 

lumen como muestra. En lotes grandes se debe-
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probar un mínimo de 20 ml por lote de biol6gi

cos. La incubaci6n ::;e debe llevar a cabo por

un periodo de 14 días a 30-35 grados centígra

dos para bacterias y 20-25 grados para hongos. 

si el medio es turbio per se, se deben hacer -

subcúltivos del 7o. al lle. día (para bacte--

rias), con un lote testigo, al menos por 14 -

días. Se debe examinar el contenido de todos

los medios para crecimiento microbiano macros

c6pico durante todo el periodo de incubaci6n.

Cuando se demuestra que la prueba es invalida

da por los controles, debe ser repetida. 

Parámetros de evaluaci6n: 

+ Si en ningún tubo hay crecimiento se-

rial o subserial, llena los requisitos de -

la pruebu. 

++ Si hay crecimiento en cualquier tubo, se d~ 

be repetir esa prueba para descartar erro-

res t6cnicos, con 20 muestras diferentes. 

+++Si el crecimiento se detecta en cualquier -

tubo de la segunda prueba, el serial no llE 

nn los requisitos de la prueba. 
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2) Prueba de seguridad en ratones. 

Se debe señalar que en algunos casos, algunos

de los ingredientes inherentes al producto pu~ 

den ser letales o tóxicos para ratones, pero -

no para las especies para las que está destin~ 

do el producto. 

Las muestras del recipiente final del producto 

terminado y/o finalizado (antisucros y/o bact~ 

rinas) pueden ser probados aplicando O. 5 ml -

del producto a un m!nimo de ocho ratones por -

vía intraperitoncal o subcutánea, observando a 

los animales por siete d!as. 

Interpretaci6n: 

Si las reacciones desfavorables atribuibles al 

producto ocurren dentro del laFSO considerado, 

el producto es insotisf actorio. si ocurren -

reacciones desfavorables no atribuibles al pr2 

dueto, la prueba es inconcluyente y debe repe

tirse. De no ser así, se considera insatisfaE 

torio al producto. 

3) Prueba de seguridad en cuyes. 

Cuando se prueban productos líquidos, cada --

muestra de producto terminado puede ser usada. 
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El procedimiento consiste en la ínoculaci6n de 

2 ml a dos c:uyes ¡:or via subcutánea o intramusc~ 

lar a dos cuyes, y se observan l:!stos por siete 

d!as. Las cspccificacioncB de osta prueba son 

las mismas que para la prueba con ratones. 

f) Productos bacterianos inactivados. 

1) Bacterinas, t.oxoidcs, unncul ti vos y extractos bact~ 

ria.nos. 

Una bactcrina debe ser una suspensi6n antigén! 

ca de microorganismos, representando un cul t.i

vo total o un concentrado del mismo, con o sin 

la evalunci6n de productos de crecimiento, y -

que ha sido inactivada y evaluada por los re-

querimientos estándar o la Guin de Producci6n

corre.spondiente. 

Si el formald6hido en soluci6n es utilizado c2 

mo agente inactivador y el lote no ha sido sa

tisfactorio en la prueba de actividad virici-

da, se debe evaluar la concentraci6n de formal 

déhido residual libre, mediante la prueba de -

Fucsina Dás ica. 

El formol residual libre, de bacterinas sin 

componentes clostridialcs, no debe exceder del 

0.2% (740 ppm). 
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Formato para la elaboración de una Guía de Producción pa

ra vacunas, bacterínas, antfqcnos y toxoidcs~ 

Se indica el namero do liccncL.i corr.üspondicnte, el nom

bre del producto elaborado y la fecha en un encabezado ~ 

que antecede a los siguientes puntos: 

1) Compoaíci6n, etc., del producto. 

t1icroor9anismos utilizados, dando el nislamic,!! 

to e historia de pases. 

Fuente y fecha do acceso al microorganismo. 

Cepas. 

Proporciones de cada copa. 

2) Cultivos. 

Descripción breve de m6todos de identificación 

de cada microorganismo y la frecuencia con que 

dichos métodos son aplicados. 

Virulencia y pureza de cultivos y la detcrmin_!! 

ción y manutención de los mismos. Rango do 

subcultivos y/o pases para ser usados on la 

producción. 

Tipo, tamaño, etc. de los recipientes para cr~ 

cimiento. 
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Condiciones de almacenruniento de la Semilla. 

Método para preparar suspensiones para crianza 

o inoculaci6n en medio. 

Técnica de inoculaci6n: Medio para Semilla; -

medio para producción; título o concentración

del inóculo, y el volumen de medio de cada me

dida y recipiente. 

Tiempo y condiciones de incubaci6n para cada -

medio y microorganismo, temperatura. 

Car:icter y cantidad de crecimiento, nota (s) -

~~~te centaminaci6n. 

Método de atenuaci6n (antes de prop6sitos de -

producción). 

3) Cosecha de microorganismos. 

Manejo y preparaci6n de cultivos y medios, an

tes de remover los microorganismos o tejidos -

para prop6sitos de producción. 

Tiempo m!nimo y mfixirno transcurrido desde el -

momento de inoculaci6n hasta la cosecha. 

Técnica de recolección del microorganismo para 

producción. 
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Especificaciones para aceptar el material rec~ 

lactado. 

Manejo del material descartado. 

Inclusión de cualquier información adicional -

pertinente. 

4) Preparación del producto. 

Se requiere describir totalmente y cada paso de la

preparacíón, desde la cosecha de ant!genos hasta la 

obtención del producto terminado en su envase fi--

nal. 

Método de inactivación. 

Composición de preservativa, adyuvante y/o es

tabilizador, junto con la proporción de cada -

una que permite utilizarlas; asimismo indicar

estado f!sico y método de adición. 

Método y grado de concentración. 

Si el producto es estandarizada para dar una -

concentración de antígeno, indicar el método,

rnostrando c&lculcs. 

Ensamble de unidades para hacer un lote (con -

ejempla); volumen de un lote promedio; valumen 
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de un lote mliximo; cualquier otra infonnaci6n

pertinente al respecto. 

Volumen de llenado de cada vial. Tipo de vial 

si éste no es usual. 

Método y técnica de envasado y sellado de recl:_ 

picntcs finales. 

Desecaci6n, incluyendo control de humedad {dar 

el mliximo % ) • 

Conteo del material anti96nico por dosis en r~ 

cipientc final. 

5) Pruebas. 

Indicar los estados en la preparaci6n del biol6gico 

en que las muestras fueron recolectadas. Indicar -

todas las pruebas adicionales a los requerimientos

estlindar, con detalle y señalar los requisitos míni 

mos de cada prueba: 

Pureza. 

Seguridad. 

Potencia. 

Humedad (si el producto estli desecado). 

Cualquier otra prueba. 
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6) Pasos post-preparatorios. 

Forma y tamaño de los recipientes finales en -

que el producto ser:i dist«ibuido. 

Colección, almacenamiento, y prueba de mues--

tras representativas. Indicar en qu6 pasos -

fueron tomadas las muest~as. 

Fecha de expiración, basada en los datos más -

recientes del cultivo, y fecha de la Gltima -

prueba de potencia satisfactoria. Si es apli

cable, fecha de liofilización. 

Uso, dosis y via de administración para cada -

especie animal en la que el producto es reco-

mendado. 
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