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RESUMEN

El presente trabajo se realizd con el objeto de evaluar un
éntisuero contra la bacteria Corynebacterium ovis la cual origina
la enfermedad denominada Linfadenitis Caseosa (LC). Esta enfer-~
medad es causa de grandes pérdidas sconbmicas por decomisos vy
tratamientos inadecuados debido a que los animales afectados no

presentan manifestaciones clinicas caracteristicas

Para la elaboracion del antisuero se utilizaron cuatro cone-
jos de los cuales tres fueron inoculados con una bacterina elabo-
rada en el laboratorio de Microbiologlia de la FES-Cuautitlan. E1

cuarto animal no fue inoculado guedando como control negativo.

A cada uno de los animales se les tomaron muestras de sangre
(1.0 ml.) semanalmente para obtener el antisuero y realizar las
pruebas de aglutinacion lenta en tubo para su titulacien y aglu-

tinacibn en portacbietos.

Con el mi=mo antisuero se realizaron pruebas de aglutinacidn
en portaobjetos utilizando las bacterias Staphylococcus aureus

Streptococrus Grupo A y Corynebacterium ovis para detectar si ha-

bla reaccidn cruzada entre las mismas ya que estas bacterias han

sido aisladas de procesos supurativos.

Los resultados muestran gue el antisuero presentd reaccibn

de aglutinacitn desde la primer semana post-inoculacidn con titu-—



los de 2.1 y un titulo final a las 5 semanas de 3.6.

La prueba de aglutinacidn en portaobjetos die resultados ne-
gativos en la prueba de reaccidn cruzada. Se obtuvo reaccidn

positiva con Corynebacterium ovis pero no con Staphylococcus au-—

reus ni con Streptococcus Grupo A.

LCon los resultados obtenidos se concluye que el  antisuero
elaborado en este trabajo y que dié un titulo méximo de 3.6 (ex—
presado en logaritmo decimal), indica que esta prueba puede ser
utilizada para diagnosticar infecciones ocasionadas por Coryne-

bacterium ovis.
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I'NTRODUCCION

t.a Linfadenitis Caseosa (LC), es una enfermedad que afecta a
ovinos - y caprinos principalmente, es una enfermeadad crbnica ca-
racterizada por inflamacibn, necrosis y supuraciétn de los gangli-
os. linfaticos superficiales, perdida de peso y ocasionalmente

muerte del animal afectado. La casusa de esta enfermedad es la

bacteria denominada Corynabacterium pseudotuberculosis, (Coryne-
bacterium gvis). (BROWN, 1987; KURIA, 1989; AUGUSTINE, 1984).
El género Corynebacterium es un grupo heterogéneoc con todas

sus especies colocadas #n este grupo por la similitud de los com-
ponentes de sus paredes celulares. Frecuentementn se las  llama
bacterias difteroides, son inmdviles, no esporulan, prasentan
unos grdanulos en su citoplasma, los cuales se titen de manara
irragular (granulos méta:romaticos). En los frotis tiendan a la
formacidn de agrupaciones caracteristicas en forms de ‘“empaliza-

das” o "letras chinas" (GARCIA, 1980; JAWETZ, 1983 ).

Basandose en el contenido lipidico, de la pared celular,
el género Corynebacterium frecuentemente se agrupa con los
géneros Mycobacterium, Nocardia y Rhodocgccus para formar un
grupo denominado CM N R debido a que los cuatro géneros tienen
paredas celulares ricas en complejos lipidicos similares. La
mayor caracterlstica de esos lipidos es la presencia de un Aacido

graso llamado acido micblico. tLas murelnas (peptidoglicanos o



mucopéptidos), de sus paredes caiularas contlienen combinaciones
de enlaces especlficos. L.as paredes celulares de este grupo
tienen un pé&ptido comin conteniendo mese alfa diaminopimélico
(DAP), acido glutamico v alanina, (ademas el género
Corynebacterium contiene un polisacdrido con arabinosa, galactosa
y algunas vecas manosal), en asociacidn con arabinaogalactan.
Ademas de tenar murelnas basicamente similares los organismos del
grupo C M N R 1ncorporan entre sus paredas acido corinemicétlico
y curinemicolénico en caso de corinebacterias; acido tetrahidro-

nocardico en nocardias & Acido mictlico en micobacterias.

Los acidos micolicos son dcidos grasos Beta hidroxllicos de
cadana larga, con substituciones en el carbono alfa. La f&rmula

general para el acido mictlico est

R ----CH----CH--~-COOH
1

aoH R
2

con  largas cadenas de carbone en sus radicales R, difiriendo
entre sl los cuatro géneros del grupo C M N R. El acido micdlico

de Mycobacterium spp tiene el mayor numeroc de carbonos de este

grupo con (C - C ). Coprynebacterium spp tiene las cadanas de

carbono mas 7Zortagsde los cuatro géneros, conteniendo (C -

C ) .Rhodococcus y Nocardja tienen un 3cido micblico con :aggnas

d:o carbono de (C - C )y (C - C ) respectivamente (GARCIA
40 0 48 58

1980; BROWN, 1987; PEREZ, 1988).



Microscopicamente C. ovis es un bastbn muy corto Gram posi-
tivo, gue mide de 1 a 3 micras de largo y de 0.5 a 0.6 micras de
ancho. Es una bacteria anaerobia facultativa, la cual crece len-
tamente en agar sangre, produciendo colonias planas opacas de co-
lor blanco-amarillento, en un tiempo aproximado de 24 a 48 horas.
tl-as colonias estan rodeadas por un halo angoste ocasionado por
Beta hemdlisis. Los lipidos de la pared celularftianan un peso
aproximado de 11.3% de el peso seco de la bacteria. Debido al
alto contenido lipldico las colonias tienen un aspecto sercso vy
se deslizan ficilmente sobre la superficie del agar (JAWETZ,

1983; CARTER, 1985).
‘

Bicguimicamente C. ovis es catalasa y ureasa positivo y es
capaz de fermentar glucosa, galactosa, maltosa y manosa, general-
mante forman acidos pero no forman gas con algunos carbohidratas.
ta habilidad para reducir nitratos a nitritos es variable, cepas
aisladas de pequehos rumiantes no son capaces de realizar esta
reducci®n, pero las cepas aisladas de caballos 81 lo hacen

(GARCIA, 1980; BROWN, 1985; REDONDO, 1988:.

La virulencia de una caepa en particular se relaciona con la
cantidad de lipidos de su pared celular. En un experimento Mu-
ckle (1984), se gbtuvieron los llpidos de la pared celular de 235
capas de C. gvis utilizando cloroformo-metanol y cada una de las
extracciones de esas 25 cepas fue inoculada en diferentes grupos

de ratones. La cepa con mayor cantidad de llpidos produjd una ma-



yor cantidad de abscesos. Resultados stmilafes Fgernn bétanidos

par Burrell (1978), guien determind que hay una :qrréﬁacibn‘pbsi¥

tiva entre el contenido liplidico da la pafédyrelgla
dad para producir lesiones en los ganglios poplliteo

(BURRELL, 1978; MUCKLE, 1984).

Un componente muy importante de esta ba;te#la agruna'ppéente
excotoxina. Esta exotoxina es una fnsfatidilcciina—Fasfata—hldrn—
lasa, mds conocida con el nombre de fosfolipasa D. Esta toxina
actta como una esfingomielinasa catalizando la esfingomielina de
los eritrocitos en ceramida y colina, ademas, también afecta a
las c#&lulas endoteliales, aumentando as! la permeabilidad capi-
lar. Experimentalmente es letal por via intravenosa para ovinos,
caprinos y animales de laboratorio. Estructuralmente la exotoxina
es una glicoproteina con una composicidn de amincacidos, su peso
molecular se estima entre 14 500 a 31 000; se localiza principal=~
mente en el citoplasma da la bacteria y en menor cantidad en la
pared celular, puede ser obtenida facilmente de 21 sobrenadante
de un cultivo en caldo nutritivo. Es estable en llguido perc se
inactiva con calor o almacenaje prolongado o con formalina (CAR-
NE, 1978; HSU, 198S; BROWN, 1987; JOLLY, 1965; JuBB, 1982; ZAKI,

1978) .

t.a fosfolipasa D actéia sobre 1la esfingomielina de la
membrana celular, por s! sola no causa mucho dabo en la membrana
eritroclitica para dar una franca hemdlisis, pero algunas veces la

hemdlisis puede ocurrir si el proceso es ayudado por Ffrlo o



disminucibn del pH a menos de 6. Esta toxina es capaz de inhibir
la. hemdlisis ocasionada por !a beta lisina del Staphvleococcus
ayreus, -1a cual es también una esfingomielinasa, por competicidn
ocupanda el sitio receptor sobre la membrana del eritrocito

(LOVELL, 1966; BROWN, 19873 CARTER, 1985).

Puede ocurrir hemdlisis sindrgica cuando la fosfolipasa D de
C. pvis actda en combinacidn con ciertos tipos de Fa;Folipasa c.
Esta fosfolipasa € degrada mas al fosfato producido de la
divisidon de la esfingomielina ocasionada por la fosfolipasa D. La
exotoxina de Carynebacterium egui (Rhodaococcus equi), es una
fosfolipasa C y las dos toxinas actidan secuencialmente. La
degradacibn de la esfingomielina hasta una capa simple de fosfato
resulta en una desorganizacidn de la membrana suficiente para
producir lisis celular. Esta hemdlisis sinérgica ocasionada por
las dos exotoxinas ccorinebacterianas es utilizada en 1a
identificacidbn de otras especies y constituye la base de 1la
prueba de inhibicion de la hemdlisis sinérgica. Este puede
utilizarse para la deteccioan de anticugrpos contra las exotorinas

de C. ovis (KNIGHT, 1978).

Todas las cepas de C pyis producen exotoxinas similares an-

tigénicamente, aunque se ha observado cierta variabilidad en la
patogenicidad de dichas cepas. Carne (1978), realizda un experi-
mento en el cual las exotoxinas de 12 cepas, fueron neutralizadas

en su totalidad por upa antitoxina. Doty (1964), examind 120 cul-



tivos aislados de 4 especies animales y produjo antltoxgna an :o;
najos, encontrando que todas fueran neutralizadas ﬁsr jr:actipn—
Eruzada (oTY, 19643 CARNE, 1978; SUTHERLAND, '1959;‘ CAﬁERON.
19703 RENSHAW, 1979).

Hay variacién en la cantidad de exotoxina producida por
‘diéerantas cepas con evidente complejidad, asl como tambié&n hay
clerta variacibn en cuanto a la virulencia de esas exotoxinas.
Muckle y Gylas examinaron 25 cepas de C. ovis y no encontraron
correlacibn significativa entre la produccitn de exotoxina y la
severigad de la enfermedad en ratones. En contraste Burrell,
trabajande con borregos descubri® gue las cepas con mas ‘alta
produccidn de exotoxina son las que mds abscesos producen (JOLLY,

1965; BURRELL, 1980; MUCKLE, 1982).

En lo que se refiere a la alta toxicidad de la exotoxina
ésta fue demostrada por Hsu y colaboradores con un experimento en
el cual se inocularon 13 corderos gnotobidtices, intravenosa o

subcutaneamente con exotoxina scla o en combinacidén con C. ovis

vivo. Todos los corderos murieron dentro da las primeras 48 horas
post—inoculacién, debido a una anemia hemollitica con nefrosis y
edema pulmonar. ta exotoxina produce alteracidn suficiente para
causar wuna remocibtn masiva y degradacién de la membrana de los
globulos rojos por el sistema reticuloendotelialt (HSU, 19BS5).

C. ovis también posee un factor piogenico termoestable de
actividad quimiotactica para leucocitos y un llpido de superficie

derivado del Acido corinemicdlico, téxico para leucocitos vy



gracias al cual‘esta bacteria resiste la actividad lisostmica de

. estas’ celulas. (CAMERDN, 19705 JUBB, 1982; ELLIS, 1983).

‘ovis

puede ser aislado junto con otras bacterias

1supurativosm da algunos otros mamlferos, an vacas es

ﬁcasicnaimenta productor de mastitis o abscesos en ganglios
linfAticos, tambi&én ocasiona la linfangitis ulcerosa de los
bovinos y equinos, artritis supurativa y contagiosa de los corde-—
ros, orquitis supurativa de los carneros y el acné contagioso de
los equinos, todas estas enfermedades nunca se presantan acompa-
tadas de LC (SMITH, 198S; BLOOD, 1984; CARDENAS, 198&; NAVARRETE,

1988; SANTAROEA, 198%9).

PRUEBAS PARA DIAGNOBTICO DE LINFADENITIB CABEOSA.

El diagnéstico de la enfermedad superficial en ovinos se ha-
ce en base a la exploraciédn por medio de la ingpeccitn y palpa-
clédn minuciosa de los ganglios linfiticos superficiales, esto
puaede tener poco valor en la deteccitn de lesiones tempranas y en
los casos en que se presentan lesiones visceralas sin anteceden-—
tes clinicos de infeccidn periférica. La signologla de LC es
practicamente inaparente, gran parte de los animales afectados se
obsarvan aparentemente normales, detectanduse casi siempre la en-
fermedad a nival de rastro con la presencia de ganglios volumino-

sas al momento de la i1nspeccidn, con lesiones caracterlsticas vy



la presencia al.corte da exudado purulento de consistencia semi~
dura (caseosa), sin olar, de color verdoso 0 amarillo. Los gan-—
glios superficliales mas afectados son los parotideos, mandibula-
res, raetrofaringecs, preescapulares as! como supramamarios, pres
femorales vy popliteos. En cuanto a los ganglios internos mas a-
fectados estan los mediastlinicos, bronquiales, mesentéricos vy
sublumbares (OCAMPO, 1991; NAVARRETE, 1988; AYERS, 19773 Juss,

1982} .

Ademas del diagnéstico clinico numerosas pruebas de labora-

tario han sido utilizadas para detectar la LC la mayorla de esas

pruebas miden la respuesta humoral contra 18 exotoxina. Sin
bargo, todas han tenido uma utilizacién limitada, ya sea por su
elevado costo de realizacién, por complejas y laboriosas y sobre
todo por que muchas de ellas son poco conflablas (NAVARRETE,
1988). Entre las pruebas de lahboratoric que se han utilizado para
al diagnéstico de esta enfermedad se tienen: la prueba de intra-
dermorreaccién, 1a neutralizacién, la fijacién del complemento,
la inhibicidén de la antihemolisina, 1la hemoaglutipacibn, la
aglutinacién, la {nmunodifusitn y la prueba de Enzime-1linked

immunosorvent assay (ELISA).

El primer intento para determinar el estado de la inmunidad
humaral fud& hecho por Carne (1940), quien ealaboréd una prusba
diagnbstica similar a la da “Schick" gue es unpa pruaba en piel

para diagnosticar la {nfeccibdbn por Corynabacterium diphtheriag en

la cual una pequeha cantidad de la toxina diftérica es inyectada

1



inttadérmigémehte.§VEn'pFasanch de..anticuerpos circulantes los

eféétué cde oxina snnrneutralizadoe,lnméﬂiataments y no hay

raé;c(ﬁﬁ..;in la prétec:iﬁn'da anticuerpos, hay.un actmulo de cé-

,lulgs‘

ojas. e inFlama@ibn»en el sitio de la inyeccidn durante va-

;riés ’diaa,' Carne inyectd pequehas dosis de la exotaxina de GC.
gxlé eﬁ 106 borragos con LC, pero las reacciones fueron irregula-
ras. Otros trabajos probadas fueron, una prusba en piel, la cual
fué tltulada con pruebas sbricas e inyaccitn intradérmica en co-
nejos. La ausencia de necrosis fue un indicativo de la presaencia
de anticuerpos. Esta prueba tuvo la desventaja de que no pudo ser
aplicada en gran escala, pero confirmd la suposicidén de que se
desarraolla una respuesta humoral contra la exotoxina y que una
reaccitdn oe neutralizaci®n de la toxina con una antitoxina puede
saer empleada como una prueba diagnbstica (CARNE, 1940; DOTY,

1964},

Utilizando la propiedad de la exotoxina de inhibir la lisis
de los gldbulos rojos por la beta-lisina estafilococal, Zaky
(1976}, desarrolltd la prueba de inhibicidn da la anti-beta-hamd-
lisie (IHA & IHB). La prueba se realiz® incubando una cantidad
igual de exotoxina y eritrocitos de un bovino adicianandole la
hemolisina estafilococal. En ausencia de anticuerpos la exotoxina
del C. gvis ocupd los sitios receptores sobre la membrana de los
eritrocitos, inhibiendo los efectos hemoliticos de la beta-lisi-
na. Esta prueba tiene efectos sensitivos y espacificos del 92% vy

96% respectivamente (BROWN, 1987).



La prueba de inhibicién da la hemdlisis minérgica (IHS), se
@esarrallo an California para diagnosticar la i1nfeccidn en caba-
llog por C. ovis. La prueba se realizé utilizando la accidn com-
plementaria de las exotoxinas de C. pvis y C. equi para causar la
hemblisis sinérgica. El suaro fud diluido @ incubado con una can-
tidad igual de exotoxina de €. ovis y adsorbida en discos de pa-
pal filtro, los cuales fueron colocados sabre placas de agar san-
gre que contenian la exotoxina de C. ggui. Las reacciones se in~
terpretaron a las 24 horas, una banda de hemdlisis alrededor in-
dic® la ausencia de anticuerpos. En cabras infectadas experimen-—
talmente la prueba did resultados positivos en todos los anima-
les, los cuales desarrollaron lesiones de LC. En una prueba de
campo en la cual se utilizaron animales infectados con £. gvis en
forma natural, se encontrd una sensibilidad del 98B% para cabras y
dal 946% para borregos. Los tltulos fueron positivos tanto en los
animales quae presentaban la enfermedad clinica como en los anima-
les con enfermedad subclinica, esto indica que esta prueba puede
ser utilizada para detectar animales que son portadaores sanos

(KNIGHT, 1978; BROWN, 1983).

La prueba de ELIBA tambi&n puede ser utilizada en el diag-
nbstico de la LC. Se ha reportado una sensibilidad comparable a
la prueba IHS. La deteccidn de anticuerpos contra la exotoxina
fue de mayor sensibilidad que la deteccidn de anticuerpos contra
los componentes de la pared celular y los tltulos de antitoxina

aparecieron 30-40 dlas después de la infeccién experimental. Por
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otro lado, Chikamatsu reporta que de 1186 casos de LC, trabajados
con esta prueba se detectaron 4b6 animales como positiveos (39.3%)

{BROWN, 1987; PEPIN, 1988; CHIKAMATSU, 1989}

) La prueba de aglutinacidn ss otra de las pruebas que se ha
utilizado para sl diagndstico de la LC. Sin embargo, es importan—
te que el antléenq que s@ va a utilizar para realizarla reciba un
tratamiento previo con Tween &40, por ejemplo, para eliminar la
capacidad de autoaglutinacidn que presanta este microorganismo
debido a la composicién da su pared calular la cual ya fue men-
cicnada con anterioridad. Esta prueba es semicuantitativa pero,
tiene un alto grado de sensibilidad. En esta pruaba los anticuer-—
pos establecen unjones cruzadas con los antigenos gue se preasen-—
tan en forma de particulas, lo que hace que se agrupen © agluti-
nen. Esta aglutinacitn se logra al mezclar una suspensidn de par-
tlculas antigénicas, por ejemplo, bacterias con antisuero. ios
anticuerpos se combinan con rapidez con las particulas pero, la
aglutinacidn es un proceso mucho mas lento, vya que la adherencia
entre las partlculas soclo se produce cuando se tocan unas con
otras. Los anticuerpos IgM son aglutinadores considerabliemente
mids eficaces que los anticuerpos I1gG (MORILLA, 198&4&; TIZARD,
1989,

La prueba de aglutinacidn puede ser ampleada para diagnosti-
car la infeccidn ocasionada por C. pseudotuberculosis en cabras.

De 346 rebahos infectados con esta bacteria y que prasentaban le-

14



siones de LC, se realizaron muestreos utilizando esta prueba, la
cual did como resultados que el Bl% de esos rebahos eran positi-

vos (HOLSTAD, 1986).

Los anticuerpos contra C. pseudotuberculosis, pueden sar

daetectados tempranamente por esta prueba. Los altos niveles de
anticuerpos pueden ser detectados a las 2 semanas después de la
infeccidn por esta bacteria. La misma prueba demastrd que la ma-
yorla de los cabritos an un rebaho infectado con C. pseudotubar-

culosis poseian anticuerpos contra la LC durante su primer mes de

vida y dichos anticuerpos estaban ausentes en ios mismos cabritos
entre los 3 y 4 mesas de edad y reapareclan nuevamente cuando los
animales tenian mds de dos ahos de edad (HOLSTAD, 19863 HOLSTAD,

1988).
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Objetivo Principal.

Evaluacién da un antisuera para’la 1dé}hufﬁicéc‘i'bn:'

0B J E T T.v. 08

de ‘Qgrxnabactgr;um avis.

Objetivos Particulares.

a)

bl

©)

o)

Produccidn - de antisuero especifico contra
Corynebacterium en conejos.

Titulacién del antisuero producido mediante la
prueba da aglutinacidn en tubo.

Realizacién de la prueba de aglutinacidn en
placa © portacbjeto, entre el antisuero vy

Corynebacterium ovis,

Detactar reacciones cruzadas entre

Caoryoebacterium gvis y otras bacterias pibge-~
nas tales como: Staphylococcus aureus y Btrap-
tococcus Grupo A.

16



a)

MATERTIAL

Para la produccion del antisuero:

% Cuatro jaulas para conelos.

*

Cuatro conejos hembras de seis mesaes de edad.

% Alimento concentrado para conajo.

»

Jeringas desechables de 3 ml. con agujas de calibre 21.

*

Jeringas "insullnicas" con agujas de calibre 26.

»

Alcohaol.

Algodbn.

”

Frascos de S ml. estériles, con tapdn de goma.

»

Etiquetas autoadheribles, de 15 X 20 mm. para

la identificacitn de los frascos.

*

Marcadores de tinta permanente.

»

Hojas de rasurar.

*

Centrifuga.

*

Refrigerador para almacenar los antisueros.

£

Bacterina de Corynebacterium pvisg, elaborada en el
laboratorio de Microbiologia de la F.E.8.- Cuautitlan,
Dicha bacterina fue elaborada a partir de abscesos re-—
colectados en el rastro de Ferreria de el Distrito
Federal. A esta bacterina se le realizaron las si-
guientes pruebas, para su evaluacion:

a) Prusba de detaerminacién de pH.

17



b)

c)

b) Prueba de esterilidad.

c) Prueba de pureza. { Su concentraci&n fue medida por
espectrofotom&tria, ajustada a 400 nm. de longitud de
onda, - teniendo un 76% de transmitancia.

d) Prueba de Beguridad,

e) Prueba de Antigenicidad.

(OCAMPQ, 1991).

Titulaciodn del antisuaros

Tubos de ensaye con capacidad de 1 ml.

»

Solucibn Balina Fislolbgica (S6F).

»

Pipetas da 1.0 y 5.0 ml.

-

Gradilla.

»

Micraopipetas.

"

Palillos de madera.

*

Estufa bacteriolbgica.
Prueba de aglutinaci®n en portaobjetos:

% Antisuero contra C. ovis, obtenido de loa conejos
inocwlados con la bacterina de C. ovis.

* Antigeno de C. ovis.

* 58 F.

% Suero normal de conejo.

»

Portaobjetos.

* Jeringas “insullnicas” desechables.



d)

% Caja can fuente de tluminacién y fondo oscura.

Prueba de detecci&n de reaccionas cruzadas:

-

Portaobjetos.

-

Caja con fuente de iluminacidn y fando oscuro.

-

Asa de inoculacidn,

$ 568 F.

»*

Antigeno de C. ovis.

Cepas’ de Staphylococcus aureus y Streptococcus
que fueron obtenidas del Ceparic de la Seccitn

crobioclogla de 1la F.E£.8.- Cuautitlan.

arupo A
de Mi--



METODGO-
{Modificado de Morilla, 1986 y Morales 1991).

A} Produccidn del Antisuero
Para la elaboracitn del antisuero se inocularon tres de
los conejos con la bacterina de C. pvis. La ino:ulaciba de laos
animales se realizé como se muestra en el cuadro #1. A uno da los
cuatro animales no se le inoculé la bacterina, quedando como can-
tral negativo.

CUADRDO #1. Protocolo de inmunizacién contra C. gvisg.

Numero de g .

inoculaci&n 1 2 3 4 S

Dla de la

inoculacion 29
Dosis de = Gt
bacterina (ml) ) 1.0
Via de

inoculacian 8ec.
Conejos 3
inoculados 3

A cada animal se le extrajo 1.0 ml de sangre semanalmente a
partir de la primara samana-daspues de la primara ineculacidn,
incluyendoc al control negativo, se le realizaron cince sangrados
en total a cada uno de los animales. De esos sangrados el altimo

se hizo en blanco (extraccidn de toda la sangre posibla). R

ta sangre extraida se dejd repcsar en los frascos da 5 ml
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estériles hasta que se formb el codgulo y se separo . del ' suero,
este suero fue centrifugado durante 10 minutos a 2, .500° rpm y
posteriormente se almacend en viales estériles en el refrigerador

a una temperatura de congelacidn, previa identificacian,

B) Titulacidn del Antisuero Mediante la Prueba de"Aglutina-

cidtn en Tubo.

Para la titulacidn de los antisueros se realizd el siguiente
procedimiento:

a) Para cada muestra se utilizaron 12 tubos de ensaye con capaci-
dad de 1 ml, los cuales correspondieron a las diluciones de:
132, 1:4, 1:8.... 1:4094. (Los resultados se expresaron en lo-
garitmo decimal con las siguientes equivalencias: 1:2 = 0.3,

1:4 = 0.4, 1:8 = 0.9... 1:4096 = 3.6).

b

Antes de iniciar la prueba se retird el antisuero y el antige-
no del refrigerador y se expusieron a temperatura ambiente du-—

rante 30 a 60 minutos.

€) A cada uno de los tubos se le depositd 0.1 ml de SSF.
d) Al primer tubn de cada una de las muestras se le adiciond O©O.1
ml del antisuero utilizando jeringas “insulinicas”.

Despuds de que se homogenizaron los tubos niimero 1! de cada una
de las muestras, se past 0.1 ml del contenido al tubo ntunero 2
utilizando wuna micropipeta y se agitaron con los palillos de

madera.



)

g)

h)

i)

ER)

los

a)

b}

c)

una véz que el tubo ntimero 2 fue homogenizado se 1le extrajo

0.1 . 'ml 'de su contenido y este se adiciond al tubo ntmaro 3.

El mismo procedimiento se realiz®& hasta llegar al tubo n&maro

12y por 4ltimo a este tubo se le extrajo la misma cantidad

de su contenido (0.1 ml), y se desecho.

g8 agrego 0.1 ml de antigeno de C. gvis a cada uno de los

“tubos.
Los tubos se homngenizaron durante 30 segundos.

tas muestras ae incubaron a 37 grados centlgrados en una
astufa bacterionltgica durante 48 horas.
Los resultados fueron interpretados al tarmino de las 48

horas. (VER FIGURA #1).

C) Prueba da aglutinacibn sn Portacbjeto.

Para la realizacidn de esta prueba se evaluaron previaments

siguientes controles negativos:

Be colocd una gota de antigeno de C. gvig sobre un

portacbjetos y se le adiciond una gota de 88F.

Se coloc® una gota de antigeno da C. ovis scbre un

portaobjetos y se le adiciond una gota de suerc normal de

conejo.

Se colocd una gota de antigenc de C. ovis sobre un

portaobjetos y a este mo se le adiciond nada mas.
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d} Sobre otro portacbjetos se colocd una gota del antigeno de’ Ce

a)

b)

c) Los resultados se observaron colocando los partacbjetos en

ovis -y se le adicignd una gota del antisuero extraido de. los
conejos 1noculados con la bacterina de C. ovis, las . gotas  se
mezclaren can un palillo para homogenizarlas.

Los portacbjetos sa colocaron sobre la caja de fondo

oscuro y

fuente de i{lumi{nacidédn para observar los resultados,

D) Deteccibn de Reacciones Cruzadas.

Esta prueba se realizé utilizando portaobjetos limpios para
cada wuna de las cepas bacterianas gque se probaron, eon cada
uno de ellos ss depositd una gota del antisuero extraido de
los caonejos inoculados con la bacterina de C. ovis.

Con una asa de inoculacidn se tomd una colonia de las dife-

rentes cepas bacterianas (C.

Streptococcus Grupo A),

suero que les correspondio.

y se mezclaron con la gota del

ovis, aureus y

Staphylococcus
anti-

la

caja de fondo oscuro y fuente de {luminacidn.
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.Flgura‘“i,

Esqusmatlza:ion,defléyPruaba'Lenﬁa ‘an Tubo»qua,l de

‘los antisueros

2) “Be agrega 0.1 ml del antisuaro a titular an el primer tubo 'y

®e hohogeniza. Se toma 0.1 ml del antisuero del tubo anterior vy
#we pasa al siguiente, se homogeniza y se repite el mismo procedi-
miento en todos los tubos. Se toma 0.1 ml dal Gltimo tubo y se

desecha.

|
k-1-)

dasecha

3)-A ‘cada tubo se le agrega O.i ml de antlgeno de C. ovis.
4) Se incuban los tubos a 37°C durante 48 horas.

S) Be hace la lectura de los tubos.
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RESULTADOS

Los resultados . de las muestras obtenidas de los animales
inoculados con la bacterina de . gvis se muestran en el cuadro

#2 y en las graficas: #1, #2 y #3.

El tliulo de los ‘anticuerpos fue expresado en logaritmo - de-~

cimal.

Los resultados muestran un tltulo de é.l para. los conejos 1
y 2 y un titulo de (.8 para el conejo 3, a una semana después de

la primera inoculacidn.

En la segunda semana los titules alcanzados fueron de 1.8

para los conejos | vy 2 y de 2.4 para el conejo 3.

Para la tercer semana se hablan inoculado 2 veces cada
animal y los titulos encontrados en los conejos 2 y 3 fue de 2.7

y para 8l conajo 1 fue de 3.0.

En la cuarta semana los tres animales tenlan cuatro
inoculaciones cada uno y sus titulos fueron de 2.1 para el cone-

jo 2, 3.0 para el 3 y de 2.4 para el conajo 1.

En la quinta semana se hablan inoculado cinco veces cada
uno de lps animales y sus titulaos fueron de 3.6 para cada uno de

los tres animales,

El conedo cantrol (4), didé resultados negativos en esta
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prusba, durante todo el experimento.

CUADRD #2. Titulaci&n de los antisuercs de los conejos inoculados
E con .la bacterina da C. gvis.

Muestra Conejo titulo
0.3 0.6 0.9 1.2'1.5'1.8.2.1:2. 4.2, 7 3,0:3.3 3 6




En la prueba de aglutinaciédn en placa o portaobjetos, los
controles negativos, (S56F mas antligeno de C. gvis suero normal de

conejo mas antligeno de L. ovis y antigeno de C. gvias s6lo),

dieron resultados negativos. Sin embargo, el antisuero de C. ogvis

mas el antigeno de C. Qvis dio un resultado positivo (cuadro #3).

CUADRO #3. Reaccién de los controles nagativos con el antigeno de

C, oviwe.
Controles negativos
Antigeno 88F Susro normal Antisuero de
de conejo. C, ovia.
de
C. ovis - - +

La reacci®dn de aglutinacidn con el antisuero se oqbservd
aproximadamente a los cinco minutos para todos los antisueros de
los animales inoculados c¢on la bacterina de C. gaovis. Dicha

reaccidn se cbservd como lo muestra la figura #2.

FIGURA #2. Reaccitn da aglutinacién.

Al 8}

Reaccidn positiva de aglutinacién Reaccifén negativa de aglu-
contra el antigeno de C. ovis, tinacién caontra el antlge-
utilizando el antisuero. no de €. ovis, utilizando

suaro normal de conejo.
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En la prueba de detecciébn de reacciones cruzadas, .los
antisueros de los conejos inoculados con la bacterina de C, ovis
Y que fueron puestos en contacto con Staphvlococcus aureus vy
Streptococcus Grupo A, dieron resultados naegativas pero,  los
mismos antisuceros puestos en contacto con el antigeno de C. ovis

dieron resultados positivos (Cuadro #4).

CUADRD #4. Resultados de la deteccidn da reacciones cruzadas con
el antisuero de C, ogvis.

Antisuero Antligeno de Btaphylacgccus 8treptococcus
de C. ovis aureus Grupo A.
C. ovis + - -

En el praesente experimento la reaccidn de aglutinacion pudo
ser detoctada desde la primer semana despuds de qus se realizéd la

primera inoculacidn. Los resultados sa muestran en al cuadro #5.

CUADRD #5. Tiempo en qua se detecta reaccién de aglutinacion.

Muestreo Dla de sangrado Caone jo

1 4
1 7 + + + -
2 14 + + + -

P,

3 21 + + + o=
a4 28 + + - -
s 35 - + + -

Como se pueds observar en el cuadro #5 dos de los conajos
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presentaron .reacciones  negativas; estos fueron el #1 con el
quintd sangrado -y el-#3 con el cuarto sangrado, esto se debid
posiblemente ala presencia de hemdlisis en los sueros de dichos

sangrados.

29



T OE ANTIDUERPOS

LOG. DECIMAL.

~ GRAFICA # 1. TITULO DE ANTICUERPOS

o

4 g R AR
‘ SEMAVAS ‘
) 8

7




TITULO DE ANTICUERPDS

DECIMAL.

LOG.

GRAFICA 4 2. TlTULO DE ANTICUERPOS ‘,

L SEMANAS
[n]




TITULO DE ANTICUERPOS

DECIMAL.

LOG.

3. TITULO DE ANTICUERPOS

74




DIBCUBION

En la prueba de aglutinaci®n se observaran titulos de 2.1 en
la primera semana después de la primera inoculacién y de 3.6 a.la
quinta semana, con un total de cinco inoculaciones, aplicadas por
vila subcutanea e intramuscular de manera alternada. Esto :oinclaa
con trabajos anteriores, (HOLSTAD, 1989}, reparta titules de 0.5
a la primera semana post—inoculacitn y un tltulo maximo de 4.2 -a
la 1%a. semana, aplicando una bacterina 2 veces a cada animal,
can un intervalo de cuatro semanas entre cada inoculacidn, gpor

via subcutanea, en cabritos.

Utilizando una bacterina con upa concentracion de 3.1 X 10
UFC / ml (Unidades Formadoras de Colonias por mililitro) aplicada
por via intravenosa, en corderos, se obtuvieron titulos da 2.4 a

la 10a. semana después de la primera inoculacidn (BROGDEN, 1784).

En el trabajo de Morales (1991}, utilizando una bacterina

.9
con una concentracidn de 3 X' 10 UFC 7/ ml y aplicandola 2 veces,
por via subcutdnea en cuyes, se obtuvieron titulos de 3.3 a 1la

tercer semana después de la primera inoculacioén (MORALES, 1991).

Cabe hacer mencién que el ané)genu de €. ovis utilizade en
al presante trabajo fue un antigeno de un caso de campo pero can
un cierto tratamiento para que no autoaglutinara. Cabria en un
futuro trabajo emplear un mayor numAro de cepas de campo sin

tratamienta previo para observar la reaccién con el antisuero.
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No se detectd reaccidn cruzada con los otros microorganismas
pidgenicos que se utilizaron en esta prueba, probablemente por

las caracterlsticas tan especiales que presenta C. ovis en su

pared celular, serla necesario realizar esta prueba con otras

bacterias camo por ejemplo: Corynebacterium pyogenas (Actinomyces

pyogenes), Staphylococcus epidarmidis, Pseudomona aeruginosa,
Pasteurella haemolytica, E. coli, Moraxella spp. ya qus todas

estas bacterias han sido aisladas de procaescs abscedativos

(HARLAND, 1979; SANTARDSA, 1985).

La hemdlisis, como observamos en el cuadra #3, interfiera
con la reaccidn de aglutinacidn, por lo cual €8 recomienda

avitarla en la medida de lo posible.
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CONCL U8 I:0ONES.
1) Sa elabord un antisuaro contra.C. gvis. con un tiltule

maximo alcanzado de 3.4.

2) La reaccitin de aglutinacifin en portaobjetos se observa
en un tiempo aproximado de cinco minutos, con un antlgeno

preparado de C. ovisg.

3) No se datecto reaccién cruzada con Staphylococcus aureug

ni con Streptococecus Grupo A.

4) Se racomienda evaluar el antisuero can:
a) Mayor ntmero de cepas de C. gvis de campo.
b) Mayor nlmero de bacterias pibgenas aisladas a partir

de muestras de campo.

Estas recomendaciones sa hacen con el fin de obtaner un
antisuero con mayor especificidad y sansibilidad para sar
utilizado en al diagn&stico de infecciones ocasionadas por

C. ovis.
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