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RESUMEN 

Se inocularon cuyes blancos (Cavia porcellus) tipo H~rt­

ley con una bacterinri experimental de Corynebacterium pseudu­

tuberculosis adsorbida en gel de hidróxido de aluminio ajust! 

da a 3 x 109 bacterias/ml y una parte diluida 1:10 con el ob­

jeto de conocer su capacidad inmunogénica. 

Los cuyes se dividieron un tres grupos. Al grupo A se le 

inocul6 la bacterina sin diluir; al grupo n se lP. inoculó la 

diluida 1:10 y al grupo e so le administr6 agua destilada y 

se conslder6 como grupo testigo. Todos los animales reclble-­

ron 1.0 ml por v(a subcutSnea {SC) al d(a O y al dla 21 post­

inoculaci6n {PIJ ~e repitl6 el procedimiento. La bacterina 

se evaluó mediante una prueba de intradermorreacci6n (IDR} y 

pruebas serol6gicas de aglutinaci6n lenta on tubo {A~T) e --­

lnhibici6n de la hcm6lisls (IIJL). Las pruebaG de IOR se llev~ 

·ron a cabo con toxina cruda (TC) y con un antígeno de células 

completas {ACC) los cuales so inocularon por vla intradirmica 

a tos 34 días PI; al d!a 37 PI so hizo la lactura do las rea~ 

cienes inflamatoriils {p•.05 para la inrlamaci6n contra TC y -

pe .OS contra ACC) y al d{a 42 PI los cuyos ruvron saugrados a 

blanco. Los animales del grupo A no presentaron dcrmonocrosls 

ni tuvieron casos de morbilidad ni de mortalidad por efecto -

do la 'i'C o del ACC. En los grupos B y C la TC provocó un área 

de dormonccrosis (p=.002). En el grupo D esta dermonecrosls -

tuvo un promedio de 3.7 mm de diámetro y provoc6 un 10% de -­

mortalidad. En el grupo e se observaron reacciones más seve-­

ras con una mortalidad de 40%. El grupo A tué el que presentó 

mayores títulos d~ ~nticuerpos tanto en la prueba de ALT co­

mo en la de IHL. 

En México l1ay pocos reportes de investigación acerca de 

Linfadenitis Caseosa y se puede decir que la Facultad de Est~ 

dios Superiores cuautitlán es pionera en nuestro país en esta 

línea de lnvestigaci6n. Este trabñjo p~CLHnde continuar con -

-l-
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estos estudios acerca de esta enfermedad y su agente causal y 

contribuir en el desarrollo de tecnología propia en este te-­

rreno de la investigaci6ri cientlfica. 



INTRODUCCION 

Bajo las condiciones en que se explotan las espacies ovina 

y caprina de nuestro pa{s, éstas son altam~nto propensas a ad-­

quirir diversas enfermedades parasitarias y bacterianas lo cual 

conduce n p6rdidas econ6micas por el bajo rendimiento de los -­

animales on más del 50 % sobre al esperado {T6rtora, 1909: Wil­

liams, 1984). 

La Linfadcnltis Caseosa üs una cnfarrnedad infecciosa caras 

terizada por una inflamación necr6tica supurativa de uno o más 

ganglios linfáticos caus~da por Corynebacterium pseudotuberculo 

!!..!..§. y fué la principal bacteria aislada a partir de decomisos -

de carne de borrego y cabra en un 46 % en el rastro de Ferrería 

(García, 19aO). Esta bacteria también es conocida como Coryne-­

bacterium ~ aunque el nombre correcto es el prlmero e inclu­

so algunos autores consideran que se subdivide en dos varieda-­

des: f· ovis y~·~ (Brovn & Olandcr, 1987; Egen ot.al.,198~ 

Pavier et.al .• 1990). 

Esta enfcrmcd~d se presenta en forma de abscesos suparf.i-­

ciales o viscerales y es la principal enfermedad de los ovinos_ 

y caprinos que presenta un cuadro plog6nico aunque hay otras 1Q 

fecciones que producen abscesos viscerales causados por ~· E.:!2-
genes, Staphylococcus epidermirlis, li· ~~ Pseudornonas ~­

ginosa y algunas más por los géneros Mycobacterlum y ~1-

1!.• En un trabajo se encontró el 14 ~ de casos clínicos de los_ 

que se aislaron una o varias de las bacterias mencionadas y en 

el 86 % estaban asocladas con g. pseudotuberculosis {Mohan & -­
Uzouku, 1980; Renshaw et.al., 1979; William~ 1980). 

~· pseudotuberculosis es una bact~ria resisteo~e 1 es ca-­

paz de sobrevivir en el ambiente durante varios afias y sol~m~n­

tc se ha podido recuperar del suelo, material y equipo contami­

nados en forma experimental (Augustune & Renshaw, 1986). 

-3-
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La ~nfarmedad es enzo6tica en los paisc~ do11do se practi 

ca la cr[a ovina y caprina y as de curso cr6nico, Los anima-­

tes ganeralmente no mueren pero si caen en un cuadro de ema­

ciación, También afecta a los cahalloa, camellos, venados y -

mulas y rara vez a los bovinos y al hombre (Bload ct.al,,1902 1 

nrown ot.al., 1966; Cillespiü & Timoney, 1984). 

g. pse11dotuherculosis es un bast6n gram positivo recto o 

ligeram~nte curvoado, no forma esporas y no es móvil. Presen­

ta gránulos metacrom&ticos qun se tifien irregularmente. Dajo 

el mtcroscbplo esta bacteria tlono una agrupaci6n caracterís­

tica en forma de ~mpalizada« o dq «tetras chinas••. La pared -

celular está cOn5tituida por un alto porcentaje de lÍpidos -­

siendo el más importante et ácido corine-mic6lico además -­

del ácido meso-diaminopiméllco como ácido diL1.mino del peptido­

glicano y un poli~acarido conformado en part~ por arablnos~ 

galactosa y algunas veces por manosa~ Estos compu~stos se en­

cuentran tambi6n en la pared celular de los g6neros Mycobac­

ter1um, ~ y Rhodococcu!l los cuales por compartl[" ci@r­

tas caractec[sticas entre si se l~~ llama grupo CMNR (Drown & 
Olander, 1987; Garq et.al., 1984al. 

~- eseudotubcrculosis es un mlcroorg~nismo anaerobio fa­

cultativo que crece fácilmente en agnr s~ngre a 37°C formando 

pequeñas colonias blanquecinas con apariencia de gotas do pa­

rafina a las 48 horas de incubaci6n, rodeadas de una zona de 

beta-hem61isis.Bioquímicamcntc es catalasa positivo y ferroen­

ta fácilmente la glucosa, galactosa, maltosa y manosa. Los -­

biotipos aislados a partir de ovinos y caprinos no tienen la 

capacidad de reducir las nitratos a nitritos mientras que los 

obtenidos a partir rte equinos si lo hacen (Brown et.al., 198~ 

Favier et.al., 1990; suthertand et.al., 1969). 

La bactaria as altament~ susceptible a lu acci6n de la -

penicilina, ampicilina, cloramfenico1, lincomicina, g~ntamicl 
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na, sulfametoxasol-trimetropin entre otros antibi6ticos en -

condlciones ''in vitro''. Los dos factores de virulencia más im 
portantes son su pared celular con alto contenido lipídico 

su poderosa exotoxina que es una esflngomiellnasa de natural~ 

za glicoprot,ica mejor conocida como Fosfollpasa D (Ashfaq & 
Campbel.lJ 1979, Dt:'ovn & Olander, 1987: Ellis, 1983; Jolly, --

1965; Lovell&Ziiki, 1966}. 

En esta enfermedad generalmente son los ganglios linf5ti 

cos superficiales tos que se ven afectados aunque la forma -­

más severa de ta enfermedad es la prescntaci6n visceral en 

la que hay formación de abscesos pulmonares, hepáticos y en -

ganglios mediast1nicos y nlgunas veces en otros órganos como_ 

corazón, cerebro, epidÍdi.rnQ,etcétera (Adeyeke et, a1., 19BJ)1-

Ajai, et. al., 19BO; na.ndopnthyay et. al., 1972; Hamir, 1901; 

Renshaw et . .-n. 1979; Stoops ot. al. 198·1; Williamson & Nairn. 

1980). 

Existen diferencias en la presentación de abscesos entre 

los ovinos y caprinos. En los primeros los abscesos se ven -­

principalmente en los ganglios linflt.t.icos preescapulares y P2.. 

pl{teos mientras quo en los segundos las lesiones se desarro­

llan en las proximidades de la cabeza generalmente. Una segu~ 

da diferencia es la apariencia morfológica de los abscesos: -

en los borregos se presentan en una forma caracteristica se­

mejante a una cebolla mientras que en las cabras el exudado -

es uniformemente pastoso debido tal vez a la diferencia de las 

enzimas hidroliticas de los macrófagos de ambas especies --­

(Ashfaq & Campbcll, 1980; Ayers, 1977). 

La enfermedad tiende a la cronicidad por lo que los ani­

males bajan de ?eso y consecucntcmcntr. hay pérdidas cconómi 

cas importantes para el productor debido al bajo rendimiento, 

~enor a1 45 % de.lo~~jhlmales afectados (Nakamura et.al.198U. 
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Pl\1'0GENIA. 

Los mecan·~mosde patog6nesis no cst5n claramente definidos 

pero sin duda la toxina, 01 llpido de superficie y un !actor -­

piogónico termocstablc jueqan un papel importante en estos mee~ 

nismos. La bacteria penetro. a través de heridas provocadas por 

la trasquila, partos, peleas, lesiones por el equipo o instala­

ciones en mal estado, etcétera. Una voz dentro del organismo, -

los macr6fagos fagocitan a la bacteria, sin embargo debido a la 

pared lip{dlca las enzimas hidrollticas son incapaces de destr~ 

ir al microorganismo y éste sobrevive y se reproduce dentro de 

los macr6fagos. Es por la presencia de un factor citotóxico en 

la pared lip(dica bacteriana que actóa directamente sobre las -

membranaq celulares do los macr6fagos, especialmente en reticu­

lo cndoplismlco ruqooo, Aparato de Golgi y n1embrana nuclear prg 

dt1ciendose la muerte de tos macr6fagos. Durante et transcurso_ 

de estos eventos, la bacteria es transportada a los ganglios -­

linfáticos y mediarlte el mecanismo ya descrito prolifera tanto_ 

que llega a form~r ilbscesos. La acci6n de la oxotoxina es la de 

aumentar la permeabilid.1d v.lscular por l<l dest..rucción de endot~ 

lios facilitando de esta forma la migraci6n de la bacteria a 

otros lugares produciendose ~al nuevos abscesos en otros ga11 -­

glios linfáticos o an visceras. El mecanismo de acci6n de la -­

exotoxina se lleva a cabo en ta esfingomi~lina de las membranas 

celulares desdoblando ésta en fosroceramida y colina, de esta -

manera los endotelios plerdcn su integridad y la migraci6n de 

la bacteria se facilita. Se ha viste' que animales con antitoxi 

na a los cuales se les inocula bacteria viva, los abscesos apa­

recen en el sitio de inocutaci6n y no se detecta migraci6n a -

otros sitios (Drogden et .. al.,. 198•1a; Burrel, 1978; Hsu et .. al. 

1985; Jolly, 1965; Muckle & Giles, 1983: Pcpin et. al., 1988; -

sutherland et. a1., 1987) .. A medida que pasa el tiempo, la pro­

babilidad dn formaci6n de nuevos abscesos aumenta (arown & ---­

Olander, 1987). 

Los principales compuestos que estimulan la respuesta in­

mune contra esta bacteria se encuentran principalmente en la -~ 
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pared celular. La proscncia de estos compuestos en la pared -

de los géneros incluidos en el grupo CMNH puede s~r la expli­

caci6n de porqu6 al realizar las pruebas de jol1nina o al tu-­

berculinizar su obtienen resultados falsos positivos (Garg -

ct.at.,198•1: Pepin f!t.al., 1907). 

La fosfolipasa O es muy similar a la toxina encontrada -

en la araña roclusa Lo'xosccles ~- Debido a su naturale­

za gticoprotéica, resulta sor attamcrnto antigénica y se encuen. 

tra en el citoplasma y sobro la pared celular de la bacteria. 

Es establo en el medio liquido pero puede ser inactivada por -

et calor, almacenamiento prolongado o por ta adición de forma­

lina o bien a un plf monor a 5.0. Estas propiedades pueden ser 

aprovechadas para la elaboraci6n de un toxoido (Cameron & 
Buchan, 1966; cameron & Smit, 1970;G6mcz y Alca1!i, 1988; Nava­

rrete, 1988). 

En diversos trabajos se ha intentado la inmunización con 

citoplasma y co11 pdrud celular fraccior1ada y so ha visto que -

la producción de anticuerpos es mayor que en los casos en que_ 

se sensibiliza con células completas ya sean vivas o muertas -­

(Brogden et.al., l984b). 

La protecci6n contra la Linfad~nitis Caseosa aún es disc~ 

tida pues no se ha logrado entender co~pletamente y hasta la -

fecha no se ha logrado establecer una i11munidad a6lida que ev! 

te la formación de lesiones dcepués de un desafio o contacto -

con el microorganismo. A pesar de que no se comprenden bien -­

los mecanismos de defor1sa contra esta bacteria se sabe que en 

estos participan los macr6fagos, los linfocitos B y probable -

mentt? los linfocitos T (Ayers, 1977; Drogden et. al •• 1984'0). 

Los macr6fagos se comportan como lci primer bdrrcra de d~ 

fensa ante una infcccion por _E.· pseudotuberculosis junto con -
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los diferer1trugranulocitos. Se ha ostudiado el comportamien­

to de los macrófagos en infecciones experimentales en rato-­

nes, conejos, cuyes, borregos y cabras y todos siguen un mi~ 

mo patrón dn respuesta. Al inicio do la infecci6n los macr6-

fagos son altamente suscüptiblcs al efecto tóxico de la su-­

perficie lipídica de la bdcteria, sin embargo después de a1-

gdn tiempo ap~rece ur1a nueva goncraci6n de macr6faqos mas -­

trar1do en su citoplJsmd un nGmero mayor de lisosomas con en­

zimas l1idrol[ticas m~s potentes capaces de naulrdlizar a la 

bacteria. Solamunto los macr6fagos de rat6n 5iguen siendo -­

susceptibles aOn cuando estos elaboran tambión más lisosomd& 

f.stos estudios se han he~ho bajo microscopía electróni­

ca siguiendo la secuencia da tiUCesos entre los lisosomas y -

109 fagosomas tanto en animales susceptibles como en ani~a-­

les vacunados. Del mismo modo se l1an d0L~ctadcJ polimorfonu-­

cleares aunque na so menciona en ninguno de estos estudios -

cual es el papel que desempeñan r.11 el control de la enferme­

dad (Ellis, 1988; flard, !975; llusband 5. Watson, 1977: Tashjian 

& Campbelt, 1983). 

La mayoría de los trabajos de investigaci611 están enca­

minados a detectar la producci6n de anticuerpos contr~ la 

pared celular, contrd la exotoxina y el papel que tienen en 

la protección contra Linfadenitis caseasa. Se sabe que el nl 
vel de gammaglobulinas aumenta en cabras que padecen la en-­

fermedad y que el de otras proteinas s6ricas disminuye (De-­

siderio et.al., 1979). A trav&s de diversos estudios se han_ 

detectado anticuerpos contra la pared celular y contra la -­

toxina. JollyP.n 1q55 contrarr~stó el efecto patógeno de la -

exotoxina de f· pseudotuberculosis mediante la utilizaci6n -

de antitoxina obtenida a partir de un caballo que hab[a sido 

inoculado varias veces con dosis subletales de la toxina pe­

ro sin determinar que tipo de anticuerpos se encontraban en 
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esa antitoxina. Igualmente un otros trabajos se han detectado 

anticuerpos contra toxina, cuerpos celulares o contra antíge­

no preparado a partir de células sonicadas o sometidas a al-­

gún otro procedimiento para exponer delurminantes antigénicoa 

lnternos. Se sabe que los tipos de anticuerpos producidos son 

IgG1, IgGz, IgM e IgA(Camcron et.,al., l972:Husband & Watson,-

1977: Jolly, 1965; Lund et.al.,1982a). 

En cabritos se han detectado anticuerpos contra toxina -

adquiridos por la lngcsti6n de calostro y se observ6 como los 

tltulos fueron cambiando a lo larqo de los diez primeros me­

ses de vida. Gracias a la ingesti6n de calostro tos cabritos_ 

permanecen libres de la infecci6n pero esta inmunidad pasiva_ 

dura menos de 2.5 meses. El SO% de los animales muestran t!t~ 

los de anticuerpos a los 7 meses de edad y a los diez, más da 

90% ya han tenido contacto CQn el ilnt!geno (Lund ct.al.,1982b). 

Al observar l·•S c61u1as infiltradas en los abscesos de -

pulmones <ifoctados con Linfadenitis Cascosa además de linfoc1_ 

tos By macrófagos, se encontraron cótulas de tipo T4 y Ta lo 

cual sugiere que tambión hay participaci6n de una i11munidad -

mediada por células. En el suero de cabras afectadas y compa­

rándolo con el de cabras sanas se vió que el número de cétu-­

las 'fes mayor cuando el animal está. enfermo (Ellis, 1980 ; 

Hard, 1970; Heddcn et.al., 1986}. 

Se ha experimentado con diferentes tipos de bacterlna y 

toxolde para estimular li'.1 respuesta inmunológica y así mismo -

proteger contra la Linfadenltls Cascosa. Estas evaluaciones -

se han hecho tanto en ovinos y caprinos como en animales de -

laboratorio. Cameron y colaboradores en 1972 midieron la res­

puesta de anticuerpos mediante pruebas de aqlutinaci6n después 

de inocular va~ias bacterinas de ~- pseudotuberculosis combi­

nadas con adyuvante oleoso de Claassen, adyuvante completo e 
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incompleto de Frcund, gel de hidróxido de aluminio, aluminio 

potásico, gel d~ fosfato tricál~íco, gel <le !o~f~to.dP. alnml 

nio y tres ,,dyuvant.cn comer~iíllQs: Alhidrogel, Aluael y Ady~ 

Vdnte w~11come. I.os mejores r~~l1ltadas los obtuvieron des--­

puós de dos lnyccciona~ subcutáneas de 5 ml de bacterina 

inactivada con 0.5 de formalina. Al incluir adyuv~nte a la -

b~cterina no se vl6 aumento en la respuesta de anticuerpos_ 

pet·o al prolongat· el intervi\lo de inoculación de dos o cuatro 

semanag a seis et nivel de anticuerpos aglutinantes se vi6 

incrementado aunque 9'C mantuvo r.o más allá de tres o cuatro_ 

meses. Al usar vacunas frascas se vi6 que oran altamente 

t6xicas probablemente debido a que la toxina cont1~nida no 

fu6 suficiei1temontu inactivada, en cambio tas b~cterinas pr~ 

paradas con m6s ti,~mpo mostraron ser muy seguras (Cameron e~ 

al., 1972). 

otro inmun6geno probado es a ba~e de cuerpos celulares_ 

completos comparado con una vacuna de pared celular. A cord2 

ros que se los había privado de la ingosti6n de calostro se 

los vacunó con estos dos inmunógcnos y se desafiaron poste-­

riormente con bacterias vivas. Los títulos de anticuerpos a~ 

mentaron en ambos grupos experimentales con respecto a un -­

grupo testigo que no rué inoculado. La protección contra la_ 

formaci6n de abscesos fu~ evidente en los animal~s sonsibili 

zados pues se encontró un número menor de lesiones Pn éstos_ 

que en los que no fueron vacunados. A su ve1., los animales 

que recibieran pared celular presentaran menor cantidad de -

abscesos que a los que se les inoculó células completas(Brog 

den et.al., 1984b). 

Se ha detectado qu~ el número de lesiones disminuye en 

medida que se incrementa el número de dosis aplicadas admi­

nistrando 2 ml de bacterias p6r vía subcutánea con un inte~ 

valo de 4 s...:imunas. Dcsafortunada!"'lente to"dos los intentos de 
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protccci6n mediante bactorina& no httn mootrildo.: desarrollar 

una inmunidad total y an to¡toa los canos solamente ~e ha lo­

grado disminuir el número de lesiones dcsarrollad~s después_ 

da un desafio (Urogden et.u1.,19a~a; Cameron & Furs, 1973& -

Cameron, 1975; Cameron & Beater, 1904; Lea Master et.al., --

1987). 

Otra opción para proteger contra esta enfermedad es el_ 

uso de toxoide combinado cor1 adyuvante incompleLo de Prcund. 

En un intervalo do dos Gemanau se inocularon cabr~s con l ml 

de toxoide. Ocspu6s de cada inoculaci6n, estos animales des~ 

rrollaron un cuadro cl!r1ico da depcosi6n y/o cojera y se pr2 

sentaron algunos casos do Cicbrc o diarrna. Estos siq,,os do~ 

aparecieron pronto. Cuando se desafiaron, todos los animales 

presentaron un cuadro febril durantn 24 a 48 horas y a las -

4 semanas dospuús se desarrollaron ulceraciones supurativas_ 

en el sitlo de inoculaci6n e inrlam~ci6n de tos ganglios lirr 

f6ticos cercanos. Cinco de diez Cübras vacunadas no pr~senta 

ron le~lones tiµicas d~ t,inradenitin Caseosa; otras tres te­

nían un ab~coso en nt sitio de inoculaci6n y a tas otras 

dos se las encontr~ron losioncs diseminadas mientras que en 

cuatro de cinco animales no scnsibilizdrlou se encontraron 

abscesos superficiales y vlscoratcs y uno coo lastones en el 

sitio de inoculación (Bcovn et-al., J9S6J. 

El uso de bact~rinas inactivadas en formalina, vacunas_ 

vivas heter6logas o vacui1as cultivddas en medios especiales_ 

tratadas con éter, etanol o sodlo-lauril-aulfato no aumenta_ 

la réspuesta de anticuerpos ya so~n solas o combinadas entre 

sí. Tampoco se ha detectado algún efecto estimulante con el 

levamisol al menos en borregos. En ratones este efecto es -­

marginal (Cameron & Fuls, 1973; Cameron, 1975). 

El dtagn6stico do la LinfadenitiG Caseos~ es posible -­

realizarlo cl!nicamentc m~diante la observación directa de -
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los áb6ccsos an el unlmal vivo o en la canal; pero por_ 

tas mismas caracLer(sticas de la enfermedad se presenta una 

gran desvcntajd pues al momento en que se redliza este diag­

n6stico, el animal yJ ha perdido poso por una parte y por -­

otra es muy probable que hdya contamiando el an1biente y ---­

transmitido la enfermedad a otros animales. 

So han desarrollado numerosa~ pruebas scrot6gicas para_ 

al diagnóstico de la Linfadenitis Cascosa. La mayor[a de es­

tas pruebas mirlan la respuesta humoral contra la exotoxina,­

de las primeras pruebas que se han realizado están la de --­

inhibici6n do la dcrmorJecrosis, inhibición do la anti-beta-­

hemolisina estafilocócica , prueba de protccci6n al ratón, -

prueba de hemaglutlnaci6n indirecta, inmun0Clorescer1cia y r~ 

cientemenle se han desarrollado nuuvas t6cnicas como la do 

inhibición de la hemaglutinaci6n, inhibición de ld hem6llsis 

sin6rgica, inhibici6n de ta hem6lisis, ELISA e tnmunodifu--­

sl6n doble y si~ple las cudles son m&s f&cilc~ de realizar o 

son más confiables (hjai et.al_, 1980; i\p?rs, 1977: Rrown & 

Olander,llJf.17; Garg E. Chandirornani 1 11)84: !ihiqidi1 1978). 

En Australia se cstudi6 la efectividad de la prueba de_ 

inmunodifusión doble simplificada en donde 5Q describe un m§. 

todo para la obtcnci611 de cantidades suficientes de exotoxi­

na que permite el uso de un sobrenadante no concenlrado con 

un suero para llevar a cabo esta prueba. El sobrenadante del 

cultivo de g. pseudotuberculosis con un título hemotltico o 

dermonccr6tico en el conejo de 1:16 384 produjo líneas de -­

precipitaci6n con una antitoxina específica dentro de un raa 

go de concentraciones comunmcnte encontradas en sueros de e~ 

sos naturales de Linfadenltis Caseosa. cuando se hizo esta -

prueba con fines de diagnóstico de casos de campo, los sue-­

ros de 32 animales confir~adoR po5ítivos a la enfermedad di2 

ron resultados igualmente positivas mientras que los sueros 
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de 16 ovinoEJ libres flh.:ron ncig.1tivcon. Titm.bil!n los sueros de 

diuz cabritos d1» l1n Lotal d~ 16 quA hnbian sido amamantddos_ 

por madres provenientes de un hato afectado resultaron posi­

tivos (Durrel, 1980b). 

Otra prueba que ha11 evatuDdo os la do inhibición de la 

hem6lisis. Cuando esta prueba se aplic6 en sueros de ovinos_ 

que hab{an sido vacuandos con célullls mucrtao de g_, pseudotu 

bercutosis y con exotoxina. la media del t{t.ulo aumcnt6 de -

~2 a 37 mlentrds que los borregos vacunados 11nicamente con -

bacterias muertas el t[t1110 medio pcrmancci6 ~2. Esta prueba 

tuvo éxito al diagnosticar 24 de 30 borregos con GIDfadenltis 

caseosa. Los anticuerpos contra la exotoxina también rueron_ 

detectados en seis de siete corderos crindoR por borregas -­

\as cuales t.enian títulos altos (Burrel, 1980a) .. 

En Jap6n,pais que se considor6 libre de Linradenitis c2 

seosa hasta hace poco tiempo, detectdron animales positivos 

utll\zando la prueba de ELlSA o incluso compararon los resu! 

tados de asta pr11oba con los de inmunodifusión. Los regulta­

dos positivos fueron J9.9% en la prueba de ELISA mientras -­

que con la prueba de inmunodifusi6n los positivos fueron ---

27.8%. Aunque la prueba de inmunodifusi6n resultó menos sen­

sible que la de ELISA para detectar anticuerpos contra ~· -­

ESeudotuberculosis no di6 nir1guna reacci6n inespecf fica. A -

partir de estos resultados y en vista de la simplicidad del 

procedimiento se determinó qu~ la prueba de inmunodifusi6n -

resulta de gran valor diagn6stico (Chicamatnu et.al., 1989). 

En Noruega también Sf~ ha comparado la prueba de ELISA_ 

con la de inhibici6n de 1~ hemóllsis. Al examinar 52 sueros 

de ovinos, 42 fueron positivos a esta prueba y 48 con la de 

ELISA. Tambi6n concluyen que debido a la sencillez de la -­

prueba de inhibici6n de la hem6lisis, resulta m¡~ pr5ctico 

utilizarla para fines de di<.1.gn6stico (Kuria f.. Holstad, 1989a; 

Kuria & Holstad, 1989b). 
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La prueba de hcmaglutinación lndlrccta tambi6n ha sido 

ensay~da. la prueba utiliza toxina de ~· pseudotuberculos1s 

purificada para sent.-dbi tizar eritrod tos de ovino .tratados -­

con bis-diazohcnzidi11a. Los sueros con títulos dn 1:16 o -­

m~s se consideraron positivos. El exámen de los sueros de -

casos probados do Linfadenitis Caaeosa mediante la prueba -

de inhibición de la hcmaglutinación y con la prueba de inhi 
bici6n de ta antihemolisina mostr6 que la primera as más -­

scncible (Rensha..,. et.al., 1979). 

En cuanto a la detecci6n de anticuerpos contra ta pa-­

red celular se ha utilizado ampliamente la prueba de agluti 

nación en tubo en la que se muestra la capacidad de aglu­

tinaci6n de los anticuerpofi sobre las células bacterianas a 

las cuales Ae tes ha dado un tratamiento previo con Tveen -

60 o Twcen 80 para evitar que autoaqlutinen. Los títulos de 

1:64 o mAs son considerados positivos: 1:32 como dudo~os 

menores a ese t[tuto se dan como negativos (Gnrg et.al., 

1904~ Lund et.al., 1982n). 

Para la prevención de esta enfermedad es primordial d~ 

tectar las zonas enzo6ticas y las zonas libres para as[ de­

terminar los movimientos de animales. ltay que evitar intro­

ducir animales provenientes de hatos afectados. En el caso_ 

de existir Linfadenitis Caseosa hay que observar buena hi-­

giene de las instalaciones y del equipo, no privar de calo~ 

tro a las crías y atender los partos en un lugar diseñado -

especialmente para ello. Es recomendable trasquilar primero 

a los animales jóvenes y sanos y terminar por los mfis vie-­

jos y enfermos y desechar aquellos que tengan abscesos de-­

bridándose. Debido a que ~· pseudotuberculosis es un pará-­

sito intracelular, se protege de esta forma contra ~1 efec­

to de antibi6ticos además del pus y el encapsulamiento cua~ 

do se presenta la enfermedad, por lo que no es posible est~ 

blccer una terapia efectiva basada en quimioterápicos no --
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obstante que el microorganismo es muy susceptible a una gran 
cantidad de éstos "in vitro". Es posible dar un tratamiento_ 

quir6rglco extirpando los abscesos supuriclales, sin ombargo 

este procedimiento habrá de l1acerse on los entad[os tcmpra-­

nos de la enfermedad~ Aún así existe la posibilidad de la -­

presencia de abscesos internos y sl ese es al caso, se encog 
trarán cuando el animal sea sacrificado (Ayü~s, 1977; Hload_ 

et..al., 1982; Brow-n & Olander, 1987; Ellis 19B3t Ellis et. -

al., 1987; Nairn & Rabertson, 1974: T6rtora, 1989). 



OBJETfVOS 

El objetivo de este trabajo es et de evaluar la capaci 
dad prot~ctora de una bilcterina de Corrncbactcrium psoudotu-­

berculosin. Las metas para alcanzar aste objetlvo son~ 

a) Inoct\lAr la bactcrina diluida 1:10 y sln dltulr on_ 

dos grupos experimentales de cuyos. 

b) EVdluar los ofecto~ do \lna prueba de tntradcrma --­

rraacclón con toxina cruda y con ant{geno prcp~rado ~ hilse de 

c6lulaa completas de g. pseudotuberc11tosis después de la v~­

cunaci6n. 

e) Detectar los niveles de anticuorpos contr~ toxina -

cruda y contra la bact~ria producidos por t'1fect.o de lu vacun!!. 

ci6n mediante pruebas de aglutinación lenta f~n &ubo e inhibi­

ción de la hcmóllsis. 

-16-



HATERittL Y HETOPO 

r.- CRISTALERIA• 

A).- Matraces 

B}.- Tubos con tap6n de rosca 

C).- Tubos Durham 

o).- Pipetas 

E).- Micropipetas de plástico de 0.1 ml 

F).- Filtro de pl5stico adaptable a jeringa 

G).- Membrana de filtración de 0.5 nm 

H).- Jeringas 

!).-Calibrador de Vernier 

II.- EQUIPO: 

A).- Espectrofot6metro 

B).- Potenciómetro 

C).- Centrifuga 

O).- Agitador orbital 

rrr.- BIOLOGICO: 

A).- Dacterina.- se us6 una bacterina experimental de_ 

Corvnebacterium pseudotubcrcutosis producida en el Laborato­

rio de Microbiología de la facultad de Estudios Superiores -

Cuautitlán resultado de un trabajo de tesis (acampo, 1991). 

B).- Cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis.- Esta 

cepa se obtuvo a partir de un decomiso en el rastro de Fe­

rrería y se mantuvo en conqelact6n. 

e}.- Cobayos.-Se adquirieron 30 cuycs (Cavia porcellus) 

-17-
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cepa Hartley provenientos del biotorio de la Escuela Superior 

de Medicina del Instituto Politécnico Nacional con un prome-­

dio de 745 g de peso. Todos los animales estaban clínicamente 

sanos. 

IV .-MEDIOS y REACTIVOS: 

A).- Medio de Caldo cerebro-coraz6n (nl!I). (Lab. Difco). 

A-1.- BH! adicionado con 0.1 % de suC!ro equino est§. 

rll. 

J\-2. - 8111 adicionado con o .1 % de Twcen 50. 

B) • - Solucl6n Duff'crada de Fosfatos (PllS): Pormulada de 

la siguiente manera: 

paso.- Soluciones concentradast 

0.15 H 21. 3 g/l de agua 

destilada. 

0.15 H 20.4 g/l .. 
0.15 H a.a g/l 

2o. paso.- Para obtener PBS con pH=7.2 

Na2llP04 

Kll2P04 

Nacl 

76.0 ml 

24. o mi 

100.0 ml 

(Morilla, 1986). 

-

Solucl6n D-1: PBS adicionado con 0.1 % de Tween 60 

y o.3 % de formalina 

Solución D-2: POS adicionado con 0.1 % de Tween 60 

y 0.2 % de formalina. 

C).- Eritrocitos de cabra suspendidos al 0.5 % en PBS. 

D).- Antígeno.- Para la elaboración del antígeno se uti­

liz6 la cepa de~· pseudotuberculosis ya descrita (III-B) --­

cultivada en 5.0 ml del medio A-1 y se incubó a 37°C durante_ 

24 horas. Después de ese tiempo se pasó a los matraces con --

250 ml del medio A-2 y s~ incubaron en el agitador orbital a 

37°C-durante 12 horas a 200 rpm. El cultivo se centrifugó a -

2 500 rpm durante diez minutos. El paquete celular 
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obtenido se lav6 con la soluci6n B-1. Se ajust6 a una trans­

mitancia de 84 % ~ 600 nm suspendiendo el paquete celular en 

la soluci6n U-2 la cual tambt&n fu6 usada como blanco en el 

espectrofot6mctro. 

E).- TOXINA.- SP. utilizó la cepa empleada en la produc­

ci6n del nnt!gen~ cultivada on ol medio A-1 en el agltador -

orbital a 200 rpm. Este cultivo so ccntrifug6 a 2~00 rpm por 

diez minuten y el sobrenadantc se filtr6 a trav6s de la mem­

brana "Millipore''• 

La tltulaci6n de la toxin~ se hizo mediante una pruoba 

de hem61isis can ocitrocitos de cabra al Q.5 %. So hicieron_ 

diluciones logar!tmicas de la toxina de 10-1 a io-12 y el -­

título hemolítico de esta toxina r.ué de io-5 y se conscrv6 -

en congelación en dos formas: 

Toxina A: Sin diluir. 

Toxina B: Diluida 10-·1. 

~ 
t.- INMUNIZACION.- Los cuyos se colocaron en tres grupos~ A, 

n y e de diez animales cada uno. El lote C se consideró como 

grupo testigo. En los tres grupos se colocaron tres machos y 

siete hembras no preñadas. El grupo A recibi6 dos dosis de -

l.O ml de la b~cterina sin diluir por v1~ subcutánea en ta 

cara interna del muslo izquierdo 1~ primera dosis y en el -­

muslo derecho la segunda. Al grupo B se le ínocul6 la bact~ 

rina diluida 1:10 y al qrupo e testigo so le admlnistr6 agua 

destilada estéril; todos en la misma cantidad, por La misma_ 

v1a y bajo el mismo calendario que como se hizo con el grupo_ 

A (figura l ). 

II.- EVALUACION' 

A}.- PRUEBA DE tNTRADERMORREACCION.- Se hicieron estas_ 

prucb~s a todos los grupos experimentales usando la toxina A 

y el antígeno {IV-O). Se rasuraron los costados de los anim~ 

les y con aguja lnsulínica se les inoculó O.l ml de toxina -
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y 0.1 ml de antígeno por vía intradérmica en sitios diferen­

tes. Se inocu16 tamb16n ta soluci6n D-2 como control de reac­

ci6n negativa ante la reacci6n del antlgeno. La lectura se -

hizo con un calibrador de Vernier. 

B).- PRUEBAS SEROLOGICAS.- Con el fin do detectar la -­

producci6n de anticuerpos, los cuyes fueron sanqrados a blan 

co. Con el suero obtenido se hicieron pruebas de aglutina--­

ci6n lenta on tubo y de inhlbici6n de ln hem61Lsis. Los pro­

cedimientos de estas prueban se detallan en las figuras y 

3. 

C).- METODOS ESTADISTICOS.- So hizo un análisis de va-­

rianza con las reacciones inflamatorias de los tres grupos -

y una prueba de hip6tesis con la reacct6n dermonecrótica de 

los grupos B y c. 



DIA 

FIGURA 1 

CALENUARIO DE ACTIVIDADES PARA LA EVALUACION 

DE LA BACTER INA 
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INTRADERMORREACCION 
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FIGURA 2.- PRUEBA DE AGLUTINACION LENTA EN TUBO. 

l.- Se colocaron O.l ml de PBS en una 
serie de 12 tubos OUrham más un 
control + (suero sin diluir) y un 
control - ( PBS sin suero) • 

2.- Se agL·ega 0.1 ml de suero a tit!!_ 
lar al tubo 1, se homogeniza y se 
toma. 0.1 m1 que se pasa al tuOO 2 
asi sucesivamente hast.a el tubo 12 

3.- Se añade 0.1 ml de Antígeno a -­
cada tubo incluyendo a los contr2 
les. 

22. 

C+ Control po­
sitivo. 

4. - Se incuban los tubos C- Control ne 

5.- Se hace la ~~tura 

gativo. -
l!IImili suero 
mi Antígeno 
Cl PBS 

Modificado de Morilla (1986). 
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FIGURA 3. - PRUEBA DE INHIBICION DE Lll HEKJLISIS 

¡ tº Amb /2 horas 

(+) (-) 

0 o 

1 • - se colocan O, 5 ml de PD.S en forma constante en una 
serie de 12 tubos de ensaye. 

2.- Se hacen diluciones dobles como el paso 2 de la 
prueba de Aglutlnaci6n Lenta en Tubo. 

3.- Sa aiiade 0.5 ml de Toxina B a los 12 tubos y a los 
controles + y - • 

4.- Se incuban loa tubos. 

5.- Se aíladen 0.5 ml de Eritrocitos de Cabra al 0.5 %_ 
a todos los tubos. 

6.- Se incuban. 

7. - se hace la lectura 

C+.- Control pos1t1vo 
(Suero sin diluir). 
e-.- Control negativo 
(Sin suero) • 

.miilil_ Suero 
~ TOxina B 
~ Eritrocitos de Cabrc 

al o.s % 
c::::J PBS 

Tomado de Durrel {1980a.). 



RESULTADOS 

A).- PRUEBAS DE INTRADHRMORREACCION.- Los resultados de 

estas pruebas se presentan en el cuadro l~ En el grupo C se 

desarroll6 una induraci6n de la piel que no se presentó en -

los otros dos grupos en el sitio en que so inocu16 toxina y 

la inf1Bmaci6n provocada no present6 una dlfercncla estad!s­

tlcamente significativa (p>.05) en cambio donde se inocu16 -

antígeno, esta diferencia si lo fué (p<.05). 

A las 12 horas los animales do los grupos B y e mostra-

5\.: ron dificultad para caminar y trataban de lamerse en el si-­

" tia en que se les inyect6 la toxina, lo cual sugirió la pr~ 

~sencia de dolor y algunos presentaron signos secundarios que 

consistieron en un cuadro de anorexia, bajh de pego, calda -

de pelo y muerto antes de 72 horas de iniciada la prueba --­

(Cuadro 2). 

A partir de las 72 horas la inflamación provocada por -

el antígeno tendl6 a desaparecer en los tres grupos mientras 

que en el lugar en el que se aplic6 toxina se produjo un -

foco de necrosis cutánea en los grupos B y e unicamente. 

D}.- PRUEBAS SEROLOGICAS. Los títulos de anticuerpos -

para cada una de las pruebas se muestran en el cuadro 3. E~ 

tas pruebas se hicieron después del desaf1o lo cual debe con 

siderarse. Los títulos más elevados de anticuerpos se encon­

traron entre los animales que fueron inmunizados con bacter! 

na sin diluir y en todos los casos se encontraron títulos -

más altos contra el cuerpo celular que contra la toxina. 

-24-
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CUADRO 1. 

RESULTADOS DE LAS PRUEDAS DE INTRADERMORREACCION 

GRUPO X DIAMETRO DE X DIAMETRO DE X DIAMETRO DE X DIAMETRO DE 
INFLAMACION !IECROSIS POR INFLAMACION INFLAHACION 

POR TOXINA (mm) TOXINA (mm) POR ANTIGENO POR PBS (mm) 
(mm) 

A 15.44 7.78 

B 16. 15 3.7 10.73 

c • 11. 65 •2.3 11. 38 

------------------------------------------------------------------------------------------
A INMUNIZADO CON BACTERINA SIN DILUIR 

B INMUNIZADO CON BACTERINA DILUIDA 1:10 

C SIN INMUNIZAR 

CON INDURACION 



CUADRO 2. 

MORBILIDAD Y NORTALIDAD POR EFECTO DE LA TOXINA 

GRUPO 

A 

D 

c 

ANIMALES CON 

CUADRO CLINICO 

10.0 

so.o 

ANIMALES 
MUER'ros 

4 

A INOCULADOS CON BACTERINA SIN DILUIR 

B INOCULADOS CON BACTERINA DILUIDA 1:10 

C SIN INMUNIZAR 

10.0 

40.0 

26. 



CUADRO 3. 

TITULOS DE ANTICUERPOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS 

GRUPO 

A 

n 

c 

POST-DESAFIO 

AGLUTINACION LENTA 
EN TUBO 

! 11024 

1: 512 

A INOCULADOS CON BACTERINA srN DILUIUR 

B INOCULADOS CON BACTERINA DILUIDA 1:10 

C SIN INMUNIZAR 

INllIBICION DE 
LA HEMOLISIS 

1:128 

1: 32 

1: 4 

27. 



DISCIJSION 

Los resultados de este trabajo muestran que los cuyos -

inoculados con la bacterina experimental no moistraron ning~ 

na alteración, siondo que ésta hab{a sido elaborada con más_ 

de tres mese de anterioridad. En cambio esta misma bacterina 

había sido probvada en cuyes 5 dias después de su elabora--­

ci6n provocandoles un cuadro de depresión o inapetencia se-­

guido por un 80 % de mortalidad (acampo. 1991, comunlcaci6n_ 

personal. Esta obscrvaci6n concuerda con la de Cameron y coL 

(1972) quienes mencionan que la bacterina empleada por ellos 

después de siete d{as de elaborada resu1t6 inocua; no as! -­

cuando la usaron dos dias posteriores a su elaboraci6n prod~ 

clendo la muerte de cuyes y borreegos. 

La lesi6n caracteristlca que produce la exotoxina inoc~ 

lada por v{a lntradérmica en conejos, cuyes y borregos es -­

una dermonecrosis tal como lo describen Jally (1965) y Suth~ 

rland {1989). En este trabaja se observ6 esta misma reacción 

y no se vi6 ningún caso en que se desarrollara edema o hemo­

rragia como lo reporta l{su y col. (1985) despu&s de que se -

inyect6 toxina cruda, filtrada o purificada a animales de l~ 

boratorio. Por el contrario, Burroll (1978), al hacer un es­

tudio comparativo do loa efectos de diferentes cepas, en -­

animales inoculados con exotoxlna o con bacterias inactiva-­

das no mostraron ninquna alteración. 

El efecto t6xico de ~· pseudotuberculoeis es debido al_ 

l{pido de superf lcie que ee encuentra en la pared celular y 

se lleva a cabo sobre las membranas endoplasmicas de los ma­

cr6fagos provocandoles la muerte (Hard, 1975). Tashjian y 

Campbell (1983) encuentran que esta toxicidad se mantiene 

aún cuando la bacteria está inactivada o destruida y que al 

inyectarse así es posible la formaci6n de abscesos estériles 

en el sitio de lnocu1aci6n. Sin embargo estos abscesos no se 

formaron ni on los animales inmunol6gica~ente sensibilizados 
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formaron ni en los animales inmunol6gicamente sensibilizados 
ni en los del grupo testigo de esto trabajo~ 

En este trabajo so observ6 el desarrollo de un cuadro -
cllnico que consisti6 en decaimiento, anorexia, baja de peso 
y calda de pelo en los grupos B y e despu6e del desafio con­

toxina cruda. Ashfaq (1980) report6 esta misma raaccl6n y se 
la atribuy6 a Los efectos de la toxina. ~a{ mismo, de acuer­

do a los trabajos de Bro~n y col. (1985) es posible el desa­

rrollo de esta signolog{a en grados variables e incluso pue­

den existir casos de muerte súbita po choque t6xico depon--­

diendo en gran medida de la espacie con que se trabajo, la 

cepa bacteriana y las técnicas de desafio utilizadas. Por -­

ejemplo, Jolly (1965) describe el efecto letal de la toxina 

de esta bacteria en ratones, Sin embargo G6mez y Alcalá ---­

(1988) no encontraron tal efecto. 

La mortalidad encontrada entre los grupos experimenta-­
lea del presente trabajo concuerda con los hallazgos de 

arovn y col.(1986) y de camcron y FUle (1973). Los primeros, 

despu6s de aplicar un toxlode experi~ental encontraron una -

protecci6n eficaz contra el desafio de ~· pseudotuberculoala 

viva •lentras que loe segundos encontraron diferentes grados 

de protecci6n en cuyas y borregos al co•parar bActerinas co­

•erciales y experimentales. Esto sugiere que el número de -­

anlmalea afectados o muertos después de un desafio puede es­

tar determinado por la for•a en que la bacterina fuá elabor~ 

da. 

Con las Pruebas sarol6gicas de dlagn6stico e~pleadas -

aqui, se detectaron bajos titulas de anticuerpos en anima-­

las no ln~unizados. Del mismo modo, En loa trabajos de Lea 

Master y col.(1987) se menciona la presencia de titules si­

milares contra la bacteria en algunos animales de laborat~io 

no inmunizados con el eepleo de pruebas aero16gicas mis ---
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rinas1 de hecho son los cuyes y los conP.jos las c~peci~s que 

sin ser inmunocstimulados previamente contra el agente eti~ 

169ico de la Linfadenitis Caseosa, presentan los títulos ma­

yores e incluso considera qua un titulo mayor a 0.2 en la -­

prueba de ELISA es negativo. Sin embargo no se encontraron -

trabajos que expliquen la presencia de estos anticuerpos. 

Finalmente aqt1i se encontraron títulos mayores de anti­

cuerpos contra ol cuerpo celular que contra la toxina, pero_ 

de la literatura revisada no se encontró ningún artículo en 

que se mencione esta observaci6n. Es probable que la agluti 

nación observada en los tubos con las dilusiones más bajas_ 

en la prueba de aglutlnaci6n lenta en tubo sea debida a que 

la presencia de anticuerpos contra el microorganismo facili­

te la autoaglutinaci6n que ~· psoudotuberculosis es capaz de 

llevar a cabo (Garg 21·~·, 1984) dando la aparioncia de un_ 

título mayor al real. 



CONCLUSIONES 

En baso a los ri:sul tados obtenidos en este trabajo se CO!!. 

cluye que: 

A).- Los animales a los que se les inocul6 la bacterina 

sin diluir no presentaron dermonecrosis cuando se les admini~ 

tr6 toxina por vía intradérmica. 

B).- Después de inocular la toxina por via intradérmica_ 

la lesi6n más notable en cuycs no inmunizados es una indura-­

ci6n en 01 sitio de inoculaci611 mientras que en animales inm~ 

nizados con un producto diluido provoca una dermonecrosis. 

C).- El título de anticuerpos contra toxina y contra la 

bacteria aumenta a medida que la bacterina inoculada esté me­

nos diluida. 

D).- La mortalidad y morbilidad aumentan después del de­

safio con toxina por v1a intradérmica si la bacterina está -­

diluida o si no se inmunizan los animales. 

E).- Estadísticamente hay una dlferencfa significativa -

en la inflamaci6n provocada por la inoculaci6n del antígeno -

con respecto al grupo testigo pero no la hay por la adminis­

traci6n intradérmica de toxina. 
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