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RESUMEN

Se jnocularon cuyes blancos (Cavia porcellus) tipo Hart-
iey con una bacterina experimental de Corynebacterium pseudo-
tuberculosis adsorbida en gel de hidréxido de aluminio ajusta
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 en tres grupos. Al grupo A se le
inoculd la bacterina sin diluir; al grupo B se le lnoculé 1la
diluida 1:10 y al grupo C se le administré agua destilada vy
se considerd como grupo testigo. Todos los animales recible--
ron 1.0 mi por via subcutfnea (SC) al dfa O y al dfa 21 post-
tnoculaciébn (PI) se repitid el procedimiento. La bacterina -
se evalud mediante una prueba de intradermorreaccién (IDR} vy
pruebas seroilbgicas de aglutinacidn lenta en tubo (ALT) ¢ ---
inhibicibn de la hemSlisis (IHL). Las pruebas de IDR se lleva

-ron a cabo con toxina cruda {TC) y con un antigeno de células
completas (ACC) los cuales se inocularon por via intradérmica
a los 24 dfas PI; al dfa 37 PI se hizo la lectura de las reag
ciones inflamatorias {p».05 para la inflamacién contra TC y =~
p¢.05 contra ACC) y al dfa 42 PI los cuyes fuvron saugrados a
blanco. Los animales del grupo A no presentaron dermonecrosis
ni tuvieron casos de morbilidad ni de mortalidad por efecto -
de la TC o del ACC. En los grupos B y C la TC provocd un drea
de dermonecrosis (p=.002). En el grupo B esta dermonecrosis -
tuvo un promedio de 3.7 mm de didmetro y provocd un 10% de -~
mortalidad. En el grupo C se observaron reacciones mis seve--
ras con una mortalidad de 40%. El grupo A fué el gue presentd
mayores t{tulos de anticuerpos tanto en la prueba de ALT co-
mo en la de IHL.

En México hay pocos reportes de investigacibn acerca de
Linfadenitis Caseosa y se puede decir que la Facultad de Estu
dios Superiores Cuvautitlin es pionera en nuestro pafs en esta
linea de {nvestlgacidn. Este trabajo pretende continuar con -~
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estos estudios acerca de esta enfermedad y su agente causal y
contribuir en el desarrollo de tecnologfa propia en este te--
rreno de la investigaciédn cient{fica.



INTRODUCCION

Bajo las condiciones en que se explotan las especies ovina
y caprina de nuestro pals, éstas son altamente propensas a ad--
quirir diversas enfermedades parasitarias y bacterianas 1o cual
canduce a pbrdidas econbémicas por el bajo rendimiento de 1os -~
animales en mds del 50 % sobre ol esperado {Tértora, 1969: wWil-
1iams, 1984).

La Linfadenitis Caseosa es una enfermedad infecciosa carac
terizada por una inflamacidn necrébtica supurativa de uno o wés
ganglios 1infiticos causada por Corynebacterium pseudotuberculo
sis y fué 1a principal bacteria aislada a partir de decomisos -
de carne de borrego y cabra en un 46 % en el rastro de Ferrerfa
(Garcfa, 1980). Esta bacteria también es conocida como Coryna--
bacterium ovis aunque el nombre correcto es el primerc e inclu-
80 algunos autores consideran gque se subdivide en dos varieda--
des: C. ovis y C. equi {Brown & Olander, 1987: Egen et.al.,198%
Favier et.al.,1990}.

Esta enfermedad se presenta en forma de abscesos superfi--
ciales o viscerales y es la principal enfermedad de los ovinos_
y caprinos gue presenta un cuadro piogénico aunque hay otras in
fecciones que producen abscesos viscerales causades por C. pyo-
genes, Staphylaococcus epidermidis, S. aureus. Pseudomonas aeru-

ginosa y algunas wmis por los géneros Mycgbacterfum y Moraxel~
1a. En un trabajo se encontrbé al 14 % de casos clinicos de los_
que se alslaron una o varias de las bacteriass menclionadas y en
el 86 % estaban asociadas con . pseudotuberculosis {Mohan & --
Uzouku, 1980; Renshaw et.al., 1979; Wiiiiams, 1980).

C. pseudotubperculosis es una bacterfa resistepte y . es ca--
paz de sobrevivir en el amblente durante varieos afios y soclamen-
te se ha podido recuperar del suelo, material y equipo contami-
nados en forma experimental (Augustune & Renshaw, 1986).
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4.

La enfermedad ¢s enzobdtieca en los pafses donde se practi
ca -2a crfa ovina y caprina y es de curso vrbnico, Los anima--
les generalmente no mueren pero si gaen en un cuadro de ema-
ciacibn, También afecta a los caballos, camellos, venados y -
mulas y rara vez a los bovinos y al hombre {(Biood et.al.,1982,
Brown et.al., 1986; Cillespic & Timoney, 1984).

C. pseudotuberculosis o5 un bastbén gram positive recto o
ligeramente curveado, no forma esporas y no es mévil. Presen-
ta grinulos metacromdticos que se tifien irregularmente. Bajo
el microscoplo esta bacteria tiene una agrupacién caracterf{s-
tica en forma de ‘tmpalizada® o de “letras chinas". La pared -
celular estd constituida por um alto porcentaje de if{pidos --
siendo ol mis importante ei dcido corine-micblico ademis ~-
del dcido meso-diaminopimétiico romo dcido diamino del peptido-
glicano y un polisavarido conformado aen parte por arablinosa
galactosa y algunas veces por manosSa. Estog compuestos se en-
cugntran también en la pared celular de 1os géneros Mycobac-
terium, Nocardia y Rhodgcorcus los cuales por compartir cier-

tas caracteristicas entre s{ se lz2g 1llama grupo CMHR {Brown &
Olander, 1987; Garg et.al., 1984a}.

C. pseudotuberculesis es un microorganismo anaerobio fa-
cultativo que crece fdcilmente en agat sangre a 37°C farmando
pequefias colontas blanquecinas con apariencia de gotas de pa-
raftina a las 48 horas de incubacién, rodeadas de una zona de

beta-hemdlisis.Bloguimicamente es catalasa positivo y fermen—
ta fScilmente 1a glucosa, galactosa, maltosa y manoss. Los ~-
biotipos aislados a partir de ovinos y caprinos no tienen 1la
capacidad de reducir los nitratos a nitritos mientras que los
obtenidos a partir de eguinos si lo hacen (Brown et.al., 1985
Favier et.al,, 1990; Sutheriand et.al., 1389).

La bacteria os altamente susceptible g la accidn de la -~
penicilina, ampicilina, cleoramfenical, lincomicina., gentamici



na, sulfametoxasol-trimetropin cntre otros antibiéticos en -
condiciones "in vitro". Los dos factores de virulencia mds im
portantes son su pared celular con alto contenido lipfdico vy
su poderosa exotoxina gue es una esfingomielinasa de naturale
za glicoprotéica mejor conocida como Fosfolipasa D (Ashfag &
Campbell; 1979, Brown & Olander, 1987: Ellis, 1983; Jolly, --
1965; Lovell & Zaki, 1966).

En esta enfermedad generalmente son los ganglios linfdt}l
cos superficiales los que se ven afectados aunque la forma --
mds severa de la enfermedad es la presentacidén visceral en
la que hay formacién de abscesos pulmonares, hepdticos y en -
ganglios mediastinicos y algunas veces en otros brganos como_
corazén, cerebro, epididimg,etcétera (Adeyeke et., al., 1980;-
Ajai, et. al., 1980; Bandopathyay et. al., 1972; Hamir, 1981;
Renshaw et. al. 1979; Stoops et. al. 19B4; Wiiliamson & Nairn
1980) .

Existen diferencias en la presentacidn de abscesos entre
los ovinos y caprinos. En los primeros los abscesos se ven --
principalmente en 1os ganglios linfAticos preescapulares y pg
pliteos mientras que en los segundos las lesiones se desarro-
1lan en las proximidades de la cabeza generalmente. Una segun
da diferencia es la apariencia morfoldégica de los abscesos: -
en los borregos se presentan en una forma caracterfstica se-
mejante a una cebolla mientras gue en las cabras el exudado -~
es uniformemente pastoso debido tal vez a ladiferencia de las
enzimas hidroliticas de 1los macréfagos de ambas especies ---
(Ashfaq & Campbell, 1980; Ayers, 1977).

La enfermedad tiende a la cronicidad por lo que los ani-
males bajan de peso y consecuentemente hay pérdidas econémi
cas importantes para el productor debido al bajo rendimiento,
menor 41 45 % de.lod”dnlmales afectados (Nakamura et.al.l981).



PATOGENIA.

Los mecanismos de patogénesis no estdn claramente definidos
pero sin duda la toxina, el lipido de superficie y un factor --
plogénico termoestable juegan un papel importante en estos meca
nismos. La bacteria penetraa travésde heridas provocadas por
la trasquila, partos, pecleas, leslones por el equipo o instala-
ciones en mal estado, etcétera. Una vez dentro del organismo, -
los macré6fagos fagocitan a la bacteria, sin embargo debido a la
pared lip{dica 1as enzimas hidrolfticas son incapaces de destru
ir al microorganismo y éste sobrevive y se reproduce dentro de
l1os macrdfagos. Es por la presencla de un factor citotbxico en
1a pared lipf{dica bacteriana que actla directamente sobre las -
membranas celulares de los macrbfagos, especialmente en reticu-
lo endopladsmico rugoso, Aparato de Golgl y membrana nuclear pro
duciendose la muerte de los macréfagos. Durante. el transcurso_
de eostos eventos, la bacteria es transportada a los ganglios --
linfAticos y mediante el mecanismo ya descrito prolifera tanto_
que llega a formar abscesos. La accidén de la exotoxina es la de
aumentar la permeabilidad vascular por 14 destruccidn de endote
tios facilitando de esta forma la migracidén de la bacteria a --
otros lugares produciendose as{ nuevos abscesos en otros gan --
glios linflticos o en visceras. El mecanismo de accidn de 1a -~
exotoxina se lleva a cabo en la esfingomielina de las membranas
celulares desdoblando ésta en fosfoceramida y colina, de esta -
manera 1os endotelios pierden su integridad y la migracién de
la bacteria se facilita. Se ha visto que animales con antitoxi
na a los cuales se les inocula bacteria viva, los abscesos apa-
recen en el sitio de inoculacidén y no se detecta migracién a -
otros sitios (Brogden et., al., 1984a; Burrel, 1978; Hsu et. al.
1985; Jolly, 1965; Muckle & Giles, 1983; Pepin et. al., 1988; -
Sutherland et. al., 1987). A medida cque pasa el tiempo, la pro-
babilidad de formacién de nuevos abscesos aumenta (Brown & ----
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 presencia de estos compuestos en la pared -
de los géneros incluidos en el grupo CMNR puede ser la expli-
cacién de porqué al realizar las pruebas de johnina o al tu--
berculinizar se¢ obtienen resultados falsos positives (Garg -
et.al.,1984; Pepin et.al., 1987},

La fosfolipasa D es muy similar a la toxina cncontrada -
en la arafla reclusa Loxosceles reclusa. Debido a su naturale-
za glicoprotélca. resulta ser altamente antigénica Y se encuen
tra en el citoplasma y sobrn la pared celular de la bacteria.
Es estable en el medio 1{quido pero puede ser inactivada por -
el calor, almacenamiento prolongado o por la adicidén de forma-
lina o bien a un pH menor a 5.0, Estas propiedades pueden ser
aprovechadas para la elaboracidn de un toxoide (Cameron & ---
Buchan, 1966; Cameron & Smit, 1970;Gémez y Alcal&, 1988; Nava-
rrete, 1968).

En diversos trabajos se ha intentado la inmunizacién con
citoplasma y con pdared celular fraccionada y se ha visto que -
la produccién de anticuerpos es mayor que en los casos en que_
se sensibiliza con células completas ya sean vivas o muertas --
{Brogden et.al., 1984b}.

La proteccién contra la Linfadenitis Caseosa afin es discu
tida pues no se ha logrado entender completamente y hasta la =
fecha no se ha logrado establecer una inmunidad s6lida que evi
te la formacién de lesiones después de un desaffo o contacto -
con el microorganismo. A pesar de que no se comprenden bien -~
108 mecanismos de defensa contra esta bacteria se sabe que en
estos participan los macrdfagos, los linfocitos B y probable -
mente los linfocitos T (Ayers, 1977; Brogden et. al., 19B4b).

Los macréfagos se comportan como la primer barrera de de
fensa ante una infeccion por C. pseudotuberculosis junto con -




los diferentags granulocitos. Sc ha estudiado el comportamien-
to de los macrdfagos en infeccliones experimentales en rato--
'nes. conejos, cuyes, borregos y cabras y todos siguen un mis
mo patrén de respuesta. Al inicio de la infeccién los macré-
fagos son altamente susceptibles al efecto téxico de la su--
perficie lipfdica de la bacteria, sin embargo después de al-
gin tiempo aparece una nueva generacién de macréfagos mos —-
trando en su citoplasma un nlmero mayor de lisosomas con en-
zimas hidrolfticas mis potentes capaces de neutralizar a- la
bacteria. Solamente los macrdfagos de ratén siguen siendo --
susceptibles aiin cuando estos elaboran también mis lisosomas

Estos estudios se han hecho bajo microscopi{a electrédni-
ca siguiendo !a secuecncia d¢ sucesos entre los lisosomas y -
los fagosomas tanto en animales susceptibles como en anima--
les vacunados. Del mismo modo se han dotectado polimorfonu--
cleares aungue no s» menciona en ninguno de estos estudios -
cual es el papel que desempefian en el control de la enferme-
dad (Ellis, 1988: Hard, 1975; Husband & Watson, 1977; Tashjlan
& Campbell, 1983).

La mayorfa de los trabajos de investigacién estdn enca-
minados a detectar la produccién de anticucrpos contra la --
pared celular, contra la exotoxina y el papel que tienen .en
1a proteccidn rcontra Linfadenitis Caseosa. Se sabe que el ni
vel de gammaglobulinas aumenta en cabras que padecen la en--
fermedad y que el de otras proteinas séricas disminuye (De--
siderio et.al., 1979). A través de diversos estudios se han_
detectado anticuerpos contra la pared celular y contra la --
toxina. Jollyen 1965 contrarrestd el efecto patdgeno de la -
exotoxina de C. pseudotuberculosis mediante la utilizacidn -~
de antitoxina obtenida a partir de un caballo que habfa sido
inoculado varias veces con dosis subletales de la toxina pe-~
ro sin determinar que tipo de anticuerpos se encontraban en



esa antitoxina. Igualmente en otros trabajos se han detectado
anticuerpos contra toxina, cuerpos celulares o contra antige-
no preparado a partir de células sonicadas o sometidas a al--
gln otro procedimiento para exponer determinantes antigénicos
internos. Se sabe que los tipos de antlicuerpos producidos son
IgGy, IgGp. IgM e IgA(Cameron et.al., 1972;Husband & Watson, -
1977: Jolly, 1965; Lund et.al.l1982a}.

En cabritos se han detectado anticuerpos contra toxina -
adquiridos por la ingestidn de calostro y se observd como los
tftulos fueron cambiando a lo largo de los diez primeros me-
ses de vida. Gracias a la ingestién de calostro los cabritos_
permanecen libres de la infeccién pero esta inmunidad pasiva_
dura menos de 2.5 meses. El 0% de los animales muestran tftu
1os de anticuerpos a los 7 meses de edad y a los diez, mis dd
90% ya han tenido contacto con el antfgeno {Lund et.al. 1982).

Al observar las céiulas infiltradas en los abscesos de -
pulmones afectados con Linfadenitis Cascosa ademis de linfoci
tos B y macrdfagos, se encontraron células de tipo Tq vy Tg lo
cual sugiere que también hay participacién de una inmunidad -
mediada por células. En el suero de cabras afectadas y compa-
rédndolo con el de cabras sanas se vibé que el nimero de célu--
las T es mayor cuando el animal esti enfermo (Ellis, 1988 ;
Hard, 1970; Hedden et.al., 1986).

Se ha experimentado con diferentes tipos de bacterina vy
toxolde para estimular la respuesta inmunoldgica y asf{ mismo ~
proteger contra la Linfadenitis Casecosa. 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 aglutinacidn después
de inocular varias bacterinas de C. pseudotuberculosis combi-
nadas con adyuvante oOleoso de (Claassen, adyuvante completo e
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incompleto de Freund, gel de hidréxido de aluminic., aluminio
potisico, gel de tosfato tricaleieco, gel de fostato, de alumi
nio y tres adyuvantes comercinles: Alhidrogel, Alugel y Adyu
vante Wellcome. Los mejores resultados los obtuvieron des—-—-
pués de dos inyecciones subcutdnens de 5 ml de bacterina -
inactivada con 0.5 de formalina. Al imcluir adyuvante a la -
bacterina no sge vid aumento en 12 respuesta de anticuerpos_
pero al prolongar el intervalo de inoculacién de dos o cuatro
semanas a seis el nivel de anticuerpos aglutinantes se vié
incrementado aunque se mantuvo no mids alld de tres o cuatro_
meses. Al usar vacunas frescas se vid que eran altamente --
téxicas probablemente debido a que la toxina contenida no --
fué suficientemente inactivada, en cambio las bacterinas pre
paradas con mids tiempo mostraron ser muy sequras {Cameron et
al., 1972).

otro inmundégenc probado es a base de cuerpos celulares_
completos comparadeo con una vacuna de pared celular, A corde
ros que se les habfa privado de la ingestidn de calostro se
les vacund con estos dos inmundgenos y se desafiaron poste--
riormente con bacterias vivas. Los t{tulos de anticuerpos ay
mentaron en ambos grupos experimentales con respecto a un --
grupo testigo que po fué inoculado. La proteccidn contra la_
formacidén de abscesas fué evidente en los animales sensibili
zados pues se encontrd un nimero menor de lesiones en &stos_
que e&n los que no fueron vacunados. A su vez, los animales
que recibieron pared celular presentaron menor cantidad de -
abscesos que a los que se les inocuid células completas(Brog
den et.al., 1984b ).

Se ha detectado gquz el nimero de lesiones disminuye en
medida que se incrementa el nuimero de dosis aplicadas admi-
nistrando 2 ml de bacterias pdr via subcuténea con un inter

valo de 4 semanas. Desafortunadamente todos los intentos de
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proteccidn mediante bacterinas no han mostrado. desarrollar_
una inmunidad total y en todos los casos solamente se ha lo-
grado dismlinuir ¢l ndmero de lesiones desarrolladas después_
de un desaffo (Brogden et.al..l984a; Cameron & Fulis, 1973; ~
Cameron, 1975; Cameron &L Bester, 1984; Lea Master et.al., --
1987} .

Otra opcidn para proteger contra esta enfermedad os el
uso de toxoide combinado con adyuvante incomplete de Freund.
En un intervalo de dos cemanas se inocularon cabras con i ml
de toxolde. Después de cada inoculacidn, estos animaleg dosa
rrollaron un cuadro clfnico de depresion y/o cojera y se pre
sentaron algunos casos de Fiebre o diarrea. Estos asignos deg
aparecieron pronto. Cuando se desafiaron, todos los animales
presentaron un cuadro febril durante 24 a 48 horas y a las -
4 semanas despufs se desarrollaron ulceraciones supurativas
en ol sitio de inoculacidn ¢ inflamacién de los ganglios 1ip
f&ticos cercanos. Cinco de diewx cabras vacunadas no presenta
ron lestones tipicas de Linfadenitis Caseosa; otras tres be-
nfan un absceso ap ol sivio de inovculacidn y a las otras --
dos se les encontraron lesiones diseminadas mientras que en
cuatro de cinco animales no sensibilizados se encontraron ~-
abscesos superficiales y viscerales y uno con lesiones en el
sitio de inoculacién {Brown et.al., 1986}.

El uso de bacterinas inactivadas en formalina, vacunas_
vivas heterdlogas o vacumas cultivadas en medlos especiales_
tratadas con éter, etanol o sodio-lauril-sulfato no aumenta
la respuesta de anticuerpos ya sean solas o combinadas entre
s¢. Tampoco se ha detectado algin efecto estimulante con el
levamisel al menos en borreqos. En ratones este efecto es -~
marginal (Cameron & Fuls, 1973; Cameron, 1975).

£l diagnéstico de la Linfadenitisg Cnseos% es pasible -
realizarlo clinicamente wediante la observacidn directa de -



los abgcesos «n el . animal vivo o en la canal; pero por_
1as mismas caracter{sticas de la enfermedad se presenta una
gran desventaja pues al momento en que se realiza este diag-
néstico, el animal ya ha perdide poso por una parte y per --—
otrfa es muy probable que haya cofitamiando el ambiente y ----
transmitido la enfermedad a otros animales.

Se han desarrollado numerosas pruehas serolégicas para_
el diagnéstice de la Linfadenitis Cascosa., La mayor{a de es-
tas pruebas miden la respuesta humoral contra la exotoxina,-
de las primeras pruebas que s¢ han realizado estén la de ---
inhibicién de !a dermonecrosis, inhibicibdn de la anti-beta~--
hemolisina estafilocécica , prueba de proteccidn al ratdn, -
prueba de hemaglutlinacién indirecta, inmunoflorescencia y re
cientemente se han desarrollado nuevas técnicas como la de
inhibicién de la hemaglutinacidén, inhibicién de la hemblisis
sinérgica, inhibicibn de la hemblisis, ELISA e inmunodifu---
s16n doble y simple las cuales son mds fdciley de reatizar o
son mds conflables {Ajai et.al., 1980: Ayers, 1977: Brown &
Olander, 1987; Garg & Chandiramani, 1984; shigidl, 1978).

En Australia se estudié la efectividad de la prueba de_
inmunodifusidn doble simplificada en donde se describe un mé
todo para la obtencién de cantidades suficientes de exotoxi-
na que permite el uso de un sobrenadante no concentrado con
un suero para llevar a cabo esta prueba. El sobrenadante del
cuiltivo de C. pseudotuberculeosis con un tf{tulo hemolftico o
dermonecrético en el conejo de 1:16 384 produjo l{necas de -~
precipitacién con una antitoxina especffica dentro de un rap
go de concentraciones comunmente encontradas en sueros da ca
s0s naturales de Linfadenitis Caseosa. Cuando se hizo esta -
prueba con fines de diagndéstico de casos de campo, l0s sue--
ros de 32 animales confirmados positivos a la enfermedad dig

ron resultados lgualmente positivos mientras que los sueros



de 16 ovinos libres fuercn negatives. También los sueros de
diez cabritos de un total deé 16 que habian sido amamantados_
por madres provenlentes de un hato afcctado resultaron posio-
tives (Burrel, 1980b).

Otra prueba que han evaluado ¢s la de inhibicién de  1a
hemblisis. Cuando esta prueba se aplicd en sueros de ovinos_
que habfan sido vacuandos ¢on células muertas de €., pseudotu
berculosis y con exotoxina. la media del tfitulo aumentd de -
¢2 a 37 mientras que los borregos vacunados unicamente con -
bacter{as muertas el t{tulo medic permanccié 2, Esta pruecba
tuvo éxito al diagnosticar 24 de 30 borregos con Lintadenitls
Caseosa. Los anticuerpos contra la exotoxina tamblén fueron_
detectados en sels de sicte corderos criades por borregas --
tas cuales tenfan t{tulos altos (Burrel, 1980a).

En Japbn,pafs que se considerd libre de Linfadenitis Ca
seosa hasta hace poco tiempo, detectaron animales positivos_
utilizando la prueba de ELISA e incluso compararon los resul
tados de osta prueba con los de inmunodifusidn. Los resulta-
dos positivos fueron 39.9% en la prueba de ELISA mientras --
que con 1a prueba de inmunodifusidn los positivos fueron ---
27.8%. Aunque la prueba de inmunodifusién resultd menos sen-
sible que la de ELISA para detectar anticuerpos contra C. --
pseudotubercutosis no didé ninguna reaccidn inespec{fica. A -
partir de estos resultados y en vista de la simplicidad del
procedimiento se determindé que la prueba de inmunodifusién -
resulta de gran valor diagnéstico (Chicamatsu et.al., 1989).

En Noruega también se ha comparado la prueba de ELISA_
con 1la de inhibicidn de 1a hemdlisis. Al examinar 52 sueros
de ovinos, 42 fueron positivos a esta pruebay 48 con la de
ELISA. También concluyen que debido a la sencillez de la --
prueba de inhibicifén de la hemdlisis, resulta mds préctice
utitizarla para fines de diagnbstico (Kuria & iolstad, 1989

Kuria & Holstad, 19689b).
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La prueba de hemaglutinacidén indirecta también ha sido
enéayada. la prueba utiliza toxina de C. psgudotuberculosis
purificada para sensibilizar eritrodtos de ovino tratados --
con bis-diazobenzidina. Los sueros con tituios de 1:16 o --
més se consideraron positivos. El exdmen de los sueros de -
cas0s probados de Linfadenitis Caseosa mediante la prueba -
de inhibicidn de la hemaglutinacién y con 1a prueba de inhi
bicifén de la antihemolisina mostré que la primera s mis -=
sencible {Renshaw et.al., 1979).

En cuanto a la deteccién de anticuerpos contra la pa--
red celular se ha utilizado ampliamente la prueba de aglut}i
nacién en tubo en la que se muestra la capacidad de aglu-
tinacién de los anticuerpos sobre las células bacterianas a
las cuales se les ha dado un tratamiento previo con Tween -
60 o Tween B0 para evitar que autoaglutinen. Los tfitulos de
1:64 o mds son considerados positivos: 1:32 como dudosos vy
menores a ese tftulo ge dan como negativos {Garg et.al., --
1984; Lund et.al., 1982a}.

Para la prevencién de esta enfermedad es primordial de
tectar las zonas enzodticas y las zonas libres para as{ de-
terminar los movimientos de animales. Hay que evitar intro-
ducir animales provenientes de hatos afcctadeos. En el caso_
de existir Linfadenitis Caseosa hay que observar buena hi--
giene de las instalaciones y del equipo, no privar de calog
tro a las crfas y atender los partos en un lugar diseflado -
especialmente para ello. Es recomendable trasquilar primero
a los animales jovenes y sanos y terminar por los mis vie--
jos y enfermos y desechar aguellos que tengan abscesos de--
briddndose. Debido a que C. pseudotuberculosis es un parb--
stto intracelular, se protege de esta forma contra el cfec-
to de antibibdticos ademds del pus y el encapsulamiento cuap
do se presenta la enfermedad, por lo que no es posible esta

blecer una terapia efectiva basada en quimioterdpicos no --



15.

obstante gque el microorganismo es muy susceptible @ una gran
cantidad de éstos "in vitre". Es posible dar un tratamiento_
quirGrglco extirpando los abscesos supaficiales, sin embargo
este pracedimiento habrd de hacerse en los estadfos tempra--
nos de ta enfermedad. AGn as{ existe la posibilidad de la --
presencia de abscesos internos y st ese es el caso, se encopn
tracén cuando el animal sea sacrificado {(Ayers, 1977; Slood_
et.al.,‘1982; Brown & Dlander, 1987:; Ellis 1383; Ellis et. -
al., 1987; Nairn & Robertson, 1974; Tértora, 1989).



QBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es el de evaluar la capaci
dad protectora de una bacterina de Corynebacterium pseudoty--

bercuiosig. Las metas para alcanzar este objetivo son:

a) Inocular la bacterina dituida 1:10 y sin ditulr en_
dos grupos experimentales de cuyes.

b) Evaluar los efectos de una pruecba de {ntradermo ---
rreaccibén con toxina cruda y con anti{geno preparado a base de

células completas de Q. pseudotuberculosis después de la va-
cunacibn.

<) Detectar los piveles de anticuerpos contra toxina -
cruda vy contra la bacteria producides por ofecto de lao vacuna
cién madiante pruebas de aglutinacién lenta en tuba v inhibi-
cibn de la hemélilsis.

«]G~



MATERIAL Y METODO
MATERIAL

I.- CRISTALERIA:
A).- Matraces
B}.~ Tubos con tapdn de rosca
C).~- Tubos Purham
D).- Pipetas
E}.~ Micropipetas de pléstico de 0.1 ml
F).~ Filtro de plistico adaptable a jeringa
G).~ Membrana de filtracidn de 0.5 nm )
H).- Jeringas
I).-Calibrador de Vernier

II.- EQUIPO:
A).- Espectrofotémetro
B).- Potencidmetro
C).- Centri{fuga
D).~ Agitador orbital

II1.- BIOLOGICO:
A).- Bacterina.- Se us6 una bacterina experimental de_
Coryvnebacterium pseudotuberculosis producida en el Laborato-

rio de Microbiologfa de la Facultad de Estudios Superiores -
Cuautitldn resultado de un trabajo de tesis (Ocampo, 1991).
B).- Cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis.- Esta

cepa se obtuveo a partir de un decomiso en el rastro de Fe-
rrerfa y se mantuvo en congelacidn.
C).- Cobayos.-Se adquirieron 30 cuyes (Cavia porcellus)

~17-



18.

cepa Hartley provenientes del bioterio de la Escuela Superior
de Medicina del Instlituto Politécnico Nacional con un prome--
dio de. 745 g de pesa. Todos los animales estaban clinicamente
Sanos.

IV.-MEDIOS Y REACTIVOS:
A).- Medio de Caldo Cerebro-corazén (BHI). (Lab, Difco).
A-l.- BHI adicionado con 0.1 % de suero equino esté
ril.
A-2.- BHI adicionado con 0.1 % de Tween 60Q.
B).- Solucién Bufferada de Fosfatos {(PRS): Formulada de
la siguiente manera:
ler. paso.- Soluciones concentradast

NaHPO4 0.15 M 21.3 g/1 de agua -
destilada.
KH2PO4 0.15 M 20.4 g/t v % m
NacCl .15 M 8.8 g/1 " "
20. paso.- Para obtener PBS con pH=7.2
NaHPO,4 76.0 ml
KH,PO4 24.0 mi
Nacl 100.0 m1

(Moriila, 1986).
Solucién B-1: PBS adicionado con 0.1 % de Tween 60
y 0.3 % de formalina
Solucidn B-2: PBS adicionado con 0.1 % de Tween 60
y 0.2 % de formalina.
C).- Eritrocitos de cabra suspendidos al 0.5 ¥ en PBS.
D).~ Ant{geno.- Para la elaboracidn del ant{geno se uti-
1126 la cepa de C. pseudotuberculosis ya descrita (ITII-B) ---
cultivada en 5.0 ml del medio A-1 y se incubd a 37°C durante_
24 horas. Después de ese tiempo se pasé a los matracas con --
250 ml del medio A-2 y se incubaron en el agitador orbital a
37°C .durante 12 horas a 200 rpm. El cultivo se centrifugéd a -
2 500 rpm durante diez minutos. E)} paguete celular —o--
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obtenido se lavd con la solucidn B-1. Se ajustd a una trans-
mitancia de 84 % a 600 nm suspendiendo el paquete celular en
la salucidédn B-2 la cual también fué usada como blanco en el
espectrofotémetro.

E}.~ TOXINA.~ Sc¢ utilizd la cepa empleada en la produc-
cién del antfgeno cultivada en ol medio A-1 en el agitador -
orbital a 200 rpm. Este cultivo se centrifugé a 2500 rpm por
diez minutos y el sobrenadante se filtré a travis de la mem~
brana “"Millipore»,

La tltulacién de la toxina se¢ hizo mediante una prueba
de hemblisis con eritrocitos de eabra al 0.5 %. Se hicteron_
diluciones togar{tmicas de 1a toxina de 10~! a 10-12 y el -~-
t{tulo hemolftico de esta toxina tué de 10~% y se conservd -
en congelacién en dos formus:

Toxina A: Sin diltuir.

Toxina B: Dituida 10-4.

METODGS

L.~ INMUNIZACION.- LOS cuyes se colocaron en . tres grupas: A,
B y C de diez animales cada uno. El lote C se considerd como
grupo testigo. En los tres grupos se colocaron tres machos y
siete hembras no prefladas. El grupo A recikid dos dosis de -
1.0 m1 de 1a bacterina sin diluir por via subcuténea en 1la
cara interna del muslo izquierde ia primera dosis y en el ~-
musle derecho la segunda. AL grupo B se le inoculd 1a bactg
rina dituida 1:10 y al grupo C testigo se le administr6 agua
destilada estéril; todos en la misma cantidad, por la misma_
via y bajo el mismo calendario que como se hizo con el grupo_
A (Figura 1).

IX.~ EVALUACION:

A}.- PRUEBA DE INTRADERMORREACCION.- Se hicieron estas_
pruebas a todos 1os grupos experimentales usando la toxina A
¥ el antfgeno {IV-D). Se rasuraron los costados de los anima
les vy cen aguja insulinica se les inoculd 0.1 ml de toxina -
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y 0.1 ml de antfgeno por via intradérmica cn sitios diferen-
tes. Se inoculd también 1a solucibn B-2 como control de reac-
cién negativa ante la reaccidn del ant{genoc. La lectura se -
hize con un calibradar de Vernier.

B).~- PRUEBAS SEROLOGICAS.- Con el fin de detectar la ~~
produccidn de anticuerpos, los cuyes fueron sangrados a blan
co. Con el suero obtenido se hicieron pruebas de aglutina---
cibén lenta en tubo y de inhibicidn de 1a hemblisis. Los pro-
cedimientos de pstas pruebas se detallan en las figuras 2y
3.

€).- METODOS ESTADISTICOS.- Se hizo un anflisis de va--
rianza con las reacciones inflamatorias de los tres grupos -
y una prueba de hipbtesis con la reaccibn dermonecrética . de
los grupos B y C.



FIGURA 1
CALENDARIO DE ACTIVIDADES PARA LA EVALUACION

DE LA BACTERINA

21.

DIA

l'tlSalIthll|415llll20|-lv25!v1130111 35 lldo' n|45|ll150
VACUNACION.
a. 2a.
PRUEBAS DE
INTRADERMORREACCION

LECTURA DE REACCIONES

SANGRADO A BLANCO
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FIGURA 2.~ PRUEBA DE AGLUTINACION LENTA EN TUBO.

CHILt20 31 4 51161171 B (9RO L 21 C

+ - 1.- Se colocaron 0.1 ml de PBS en una
serie de 12 tubos Durham més un
control + (suero sin diluir) y un
control - (PBS sin suero).

_ﬁH —

2.- Se agrega 0.1 ml de suero a titu

P lar al tubo 1, se homogeniza y se

toma 0.1 ml que se pasa al tubo 2

as{ sucesivamente hasta el tubo 12

- - M

oo - 3.- Se afiade 0.1 ml de Antfgeno a --

cada tubo incluyendo a los contro
les.

C+ Control po-
sitivo.
C~ Control ng
gativo.
Sucro
Antfgeno
PBS

4.~ Se lncuban los tubos
37°C/ 720

H 5.- Se hace 1a T=ctura

Modificado de Morilla (1986).
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FIGURA 3.- PRUEBA DE INH1BICION DE LA HEMOLISIS

C.
#01,2,3 56117, 1
- l.- Se colocan 0.5 ml de PBS en forma constante en una
serie de 12 tubos de ensaye.
[ 2.~ Se hacen diluciones dobles como el paso 2 de 1a -~
i —_ — [ prueba de Aglutinacién Lenta en Tubo.

- b, 3.- Se aflade 0.5 ml de Toxina B a los 12 tubss y a los
controles + y -.

I t® Amb /2 horas 4,~ Se incuban los tubos.

S5.- Se afladen 0.5 ml de Eritrocitos de Cabra al 0.5 %_
. w e a todos los tubos.
C+.- Control positivo

{Suero sin diluir).
6.~ Sa incuban. C-.- Control negativo
(Sin suero}.
(+) (9] Suero
Wi Toxina B
@ O 7.~ Se hace la lectura Eritrocitos de Cabry

al 0.5 %
 — 3

Tomado de Burrel (1980a.).
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RESULTADOS

A).- PRUEBAS DE INTRADERMORREACCION.- Los resultados de
estas pruebas se presentan en el cuadro 1. En el grupo C se
desarrolld una induracibén de la plel que no se presentd en -
los otros dos grupos en el sitio en que se inoculd toxima vy
la inflamacidén provocada no presenté una diferencla estad{s-
ticamente significativa (p».05) en cambio donde se inoculd -~
ant{geno, esta diferencia si lo fué (pg.05).

A las 12 horas los animales de los grupos B y C mostra-
ron dificultad para caminar y trataban de lamerse en el si--
tio en que se 1les inyectd la toxina, lo cual sugirid la pre

.
‘sencla de dolor y algunos presentaron signos secundarios que

consistieron en un cuadro de anorexia, baja de peso, caida -
de pelo y muerte antes de 72 horas de iniciada la prueba ---
{Cuadro 2}.

A partir de las 72 horas la inflamaciédn provocada por -
el antigeno tendld a desaparecer en 1os tres grupos mientras
que en el lugar en el que se aplicd toxina se produjo un -

foco de necrosis cutdnea en los grupos B y C unicamente.

B).~- PRUEBAS SEROLOGICAS._ Los tf{tulos de anticuerpos -
para cada una de las pruebas se muestran en el cuadro 3. ES5
tas pruebas se hicieron después del desaffo 1o cual debe con
siderarse. Los titulos mds elevados de anticuerpos se encon-
traron entre los animales que fueron inmunizados con bacteri
na sin diluir y en todos los casos se encontraron tftulos -
mis altos contra el cuerpo celular que contra la toxina.

24—
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CUADRO 1.

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE INTRADERMORREACCION

GRUPC X DIAMETRO DE X DIAMETRO DE X DIAMETRO DE X DIAMETRO DE
INFLAMACLON NECROSIS POR INFLAMACION INFLAMACION
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
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CUADRO 2.
MORBILIDAD ¥ NORTALIDAD POR EFECTO DE LA TOXINA
GRUPO ANIMALES CON % ANIMALES %
CUADRO CLINICO MUERTOS

A - - - -

B 1 10.0 1 10.0

c 5 50.0 4 40.0

A INOCULADOS CON BACTERINA SIN DILUIR

B INOCULADQS CON BACTERINA DILUIDA 1:10

c SIN INMUNIZAR



CUADRO 3.
TITULOS DE ANTICUERPOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS

POST-DESAFIOQ

27.

AGLUTINACION LENTA

GRUPO INHIBIQION DE"
EN TUBO LA HEMOLISIS
A 121024 1:128
B 1:512 1:32
[ 1:8 1:4
A INOCULADOS CON BACTERINA SIN DILUIUR
B INOCULADOS CON BACTERINA DILUIDA 1:10
c SIN INMUNIZAR



DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que log cuyes -
inaculados con 1a bacterina experimental no moistraron ningu
na aiteracién, slendo que ésta habfa sido elaborada con més_
de tres mese de anterjoridad. En camblo esta misma bacterina
habfa side probvada en cuyes 5 dfas después de su elabora---
ciébn provocandoles un cuadro de depresién e inapetencia se--
guido por un B8O % de mortalidad (Ocampo, 1991, comunlcaC16n_
personal. Esta observacién concuerda con la de Cameron y col.
{1972) quienes mencionan gque la bacterina empleada por ellos
después de siete dfas de elaborada resultd inocua; no as{ --
cuando la usaron dos dfas pasteriores a su elaboracibn produ
ciendo la muerte de cuyes y horreegos.

La lesién caracterf{stica que produce la exotoxina lnocu
lada por via intradérmica en conejos, cuyes y horregos es =--
una dermonecrosis tal como lo describen Jolly (1965) y Suthe
rland {1989). En este trabajo se observd esta misma reacclén
Yy no se vid ningin caso en que e desarrollara edema o hemo-
rragia como 10 reporta Hsu y col. (1985} después de que se -~
inyectd toxina cruda, filtrada o purificada a animales de la
boratorio. Por el contrarfo, Burrell (1978}, al hacer un es-
tudio comparativo de los efectos de diferenteg cepas, €n --
animales inoculados con exotoxina o con bacterias inactiva--
das no mostraron ninguna alteracién.

El efecto tbéxico de C. pseudotuberculosis es debido al_
1{pido de superficie que se encuentra en la pared celular vy
se lleva a cabo sobre las membranas endoplasmicas de los ma-
crbfagos provocandoles la muerte {Hard, 1975). Tashjian y -~
Campbell (1983) encuantran que esta toxicidad se mantiene -
atn cuando la bacteria esti inactivada o destrulda y que al
inyectarse asi es posible la formacibn de abscesos estériles
en el sitlo de i{noculacién. Sin embargo estos abscesos no se

formaron ni en los animales inmunolbgicamente sensibilizados

-28~
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tormaron ni en los animales inmunolbgicamente sensibilizados
ni en los del grupe testigo de este trabajo.

En este trabajo se observd el desarrollo de un cuadro -
clinico que consistid en decaimiento, anorexia, baja de peso
y caida de pelo en los grupos B y C después del desaffo con-
toxina cruda. Ashfaq (1980) reportd esta misma reaccibén y se
la atribuyd a los efectos de la toxina. As{ mismo, de acuer-~
do a los trabajos de Brown y col. (1985) es posible el desa-
rrollo de esta signologia en grados variables e inclusoc pue-
den existir casos de muerte s(bita po choque téxico depen---
dlendo en gran medida de 1la especie con que ge trabaje, 1la
cepa bacteriana y las técnicas de desaffo utlilizadas. Por --
ejemplo, Jolly (1965) describe el efecto letal de la toxina
de esta bacteria en ratones, Sin embargo Gémez y Alcald ----
(1988) no encontraron tal efecto.

La mortalidad encontrada entre los grupos experimenta--
les del presente trabajo concuerda con los hallazgos de -—--
Brown y col.{1986) y de Cameron y Pule (1973). Los primeros,
después de aplicar un toxiode sxperimental encontraron una -~
proteccidn eficaz contra el desaf{io de C. pseudotuberculosis
viva mientras que los segundos encontraron diferentes grados
de proteccibn en cuyes y borregos al comparar bacterinas co-
merciales y oxperimentales. Esto suglere que el nfimero de --
animales afectados o muertos después de un desaffo puede es-
tar determinado por la forma en que la bacterina fué elabora
da.

Con las pruebas serolbgicas de diagnbstico empleadas -
aquf{, se detectaron bajos t{itulos de anticuerpos en anima--
las no inmunizadoa. Del mismo modo, En los trabajos de Lea
Master y col.{1987) se menciona la presencia de t{tulos si-
milares contra la bacteria en algunos animales de laborataio
no inmunlzados con el empleo de pruebas serolfgicas mis -~
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finas; de hecho son los cuyes y los conejos lag especies gue
sin ser inmunoestimulados previamente contra el agente etio
16gico de 1a Linfadenitis Caseosa, presentan ios t{tulos ma-
yores e incluso considera que un tftulo mayor a 0.2 en la --
prueba de ELISA es negativo. Sin embargo no se encontraron -
trabajos que expliquen la presencla de estos anticuerpos.

Finalmente aquf se encontraron tftulos mayores de anti-
cuerpos contra el cuerpo celular que contra la toxina, pero_
de l1a literatura revisada no se encontrd ningn artf{culo en
que se mencione esta observacién. Es preobable que la agluti
nacién observada en los tubos con las dilusiones més bajas_
en la prueba de aglutinacibn lenta en tubo sea debida a que
la presencia de anticuerpos contra el microorganismo facili-
te la autoaglutinacién que C. pseudotuberculosis us capaz de
llevar a cabo (Garg et.al., 1984) dando la apariepcia de un_
t{tulo mayor al real.



CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este trabajose con
cluye que:

A).- Los animales a los que se les inoculd la bacterina_
sin diluir no presentaron dermonecrosis cuando se les adminis
tré toxina por via Intradérmica.

B).- Después de inocular la toxina por via intradérmica_
la lesi6n m&s notable en cuyes no {nmunigados es una indura--
cién en el sitio de {noculacién mientras que en animales Inmu
nizados con un producto diluido provoca una dermonecrosis.

¢).~ Ei tftulo de anticuerpos contra toxina y contra 1la
bacteria aumenta a medida que 1a bacterina inoculada. eaté me-
nos diluida.

D).~ La mortalidad y morbilidad aumentan deapués del de-
saff{o con toxina por via intradérmica si la bacterina estd --
- diluida o si no se inmunizan los animales.

E)}.- Estad{sticamente hay una diferencia significativa -
en la {nflamacién provecada por la inoctlacidn del ant{gens -
con respecto al grupo testigo pero no la hay por la adminis-
tracién intradérmica de toxina.

-31-
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