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RESUMEN 

El presente t~abajo se realizo con el objeto de evaluar un 

antisuero contra la bacteria Corynebactet·ium ~ la cual origina 

la enfermedad denominada Linfadenitis Caseosa <LC>. Esta en.f!er­

medad es causa de grandes perdidas econbmicas por decomisos y 

tratamientos inadecuados debido a que los animales afectados no 

presentan manifestaciones clinicas caracteristicas. 

Para la elaboración del antisuero se utilizaron cuatro cone­

jos de los cuales tres fueron inoculados con una bacterina elabo­

rada en el laboratorio de Microbiolog1a de la FES-Cuautitl~n. El 

cuarto animal no fue inoculado quedando 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 aglutinación lenta en tubo para su titulaciOn y aglu-

tinacibn portaobjetos .. 

Con el mismo anti suero se real izaron pruebas de aglutinaciOn 

en portaobjetos utilizando las bacterias Staphylococcus aureus 

Streptococcus Gruno fl y Corynebacterium avis para detectar si ha­

b\a reaccibn cruzada entre las mismas ya que estas bacterias han 

sido aisladas de procesos supurativos. 

Los resultados muestran que el antisuero presentb reaccibn 

de aglutinaciGn desde la primer semñna post-inoculacibn con titu-



los de 2.1 y un titulo ~inal a las S semanas de 3.6. 

La prueba de aglutinación en portaobjetos diO resultados ne­

gativos en la prueba de reacciOn cruzada. Se obtuvo reacciOn 

positiva Corynebacterium ~ pero no con Staphylococcus 2!,!.= 

!::.!!!JJi ni con Streptococcus Grupo 8· 

Con los resultados obtenidos se concluye que el antisuero 

elaborado en este trabajo y que dib un titulo m~n:imo de 3.6 Cen­

presado en logaritmo decimal>, indica que esta prueba puede ser 

utili:ada para diagnosticar inTecciones ocasionadas pcr Coryne­

bacterium ~. 



1 N T R o o u e e 1 o N 

~a Linfadenitis Caseosa <LC>, una enfermedad que afecta a 

ovinos y caprinos principalmente, es una enfermedad crOnica 

racterizada por inflamacibn, necrosis y supuraciOn de los gangli­

os linfAticos superficiales, perdida de peso ocasionalmente 

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

bacteria denominad~ Corynabacterium pseudotuberculosis, <Coryne­

~actarium avis>. <BROWN, 1987; KURIA, 1989; AUGUSTINE, 198b). 

El género Corynebacterium grupo hetercg~neo con todas 

sus especies colocadas en este grupo por la similitud de loe com­

ponentes de sus paredes celulares. Frecuentementa se lea llama 

bacterias difteroides, son inmOviles, no esporulan, presentan 

grAnulcs en su citoplasma, los cuales se titien do manera 

irregular lgrAnulos metacromAticos). En los Trotls tienden a la 

TormaciOn de agrupaciones caracterlsticas en Terma de "empaliza­

das'' o ''letras chinas'' lGARCIA, 1980; JAWETZ, 1983 ). 

BasAndose en el contenido lipldico, de la pared celular, 

el género Corynebacterium frecuentemente agrupa con los 

géneros Mycobacterlum, Nocardla y Rhodococcus para formar un 

grupo denominado CM N R debido a que los cuatro géneros tienen 

paredes celulares ricas en complejos lipldicos similares. La 

mayor caracterlstlca de esos llpidos es la presencia de un Acldo 

graso llamado Acido mlcblico. Las murelnas fpeptldogl1canos 
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mucop~ptidosl, de sus paredes celulares contienen combinaciones 

de enlaces especlficos. Las paredes celulares de este g~upo 

tienen un péptido camón conteniendo meso alfa diaminopimélico 

<OAPl, Acido glutAmlco y alanina, <ademAs el género 

Q..Q~bactertum contiene un polisacArtdo con arabinosa, galactosa 

y algunas veces manosal, asoctaci6n con arab1nogalactan. 

AdemAs de tener murelnas bAsicamente similares los organismos del 

grupo e M N R incorporan entre sus paredes actdo corinemic6lico 

y cur1nem1colénico en caso de corinebacter1as; Acido tetrahidro-

nocArdico en nocardias 6 Ac1do mic6lico en micobactertas. 

Los Acidos mic6l1cos son Actdos grasos Beta hidroxllicos de 

cadena larga, con substituciones en el carbono alfa. La formula 

general para el Acido micblico esi 

R ----CH----CH----COOH 

OH R 
2 

con largas cadenas de carbono en sus radicales R, difiriendo 

entre sl los cuatro g~neros del grupo CM N R. El Acido micblico 

de Mycobacterium 2.Q.R tiene el mayor n~mero de carbonos de este 

grupo con <C - C >. Corynebacterlum §.BE tiene las cadenas de 
79 85 

carbono mAs cortas de los cuatro géneros, conteniendo <C 
28 

C ).Rhodococcus y Nocardia tienen un Acido micblico con cadenas 
40 ----

de carbono de ce - C > y <C - C > respectivamente <GARCIA 
40 50 48 58 

1980; BROWN, 1987; PEREZ, 1988>. 
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Microscbpi~amente ~ QYi§ un bastón muy corto Gram posi-

t1vo 1 que mide de 1 a 3 m1cras 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 aproKimado de 24 a 48 horas. 

Las colonias estan rodeadas por un halo angosto ocasionado por 

Beta hemOlisis. Los 11pidos d~ la pared celular~tienen un peso 

aproKimado de 11.3% de el peso seco de la bacteria. Debido al 

alto contenido lipldico las colonias tienen un aspecto seroso y 

se deslizan TAcilmente sobre la super-ficie del agar (JAWETZ, 

1983; CARTER, 1985>. 

Bioqulmicamente ~. ~ es catalasa y ureasa positivo y 

capaz de Terment~r glucosa, galactosa, maltosa y manosa, general­

mente -forman Acidos pero no ~arman gas con algunos carbohidratos. 

La habilidad para reducir nitratos a nitritos es variable, cepas 

aisladas de peque~os rumiantes no son capaces de realizar esta 

reducciOn, pero las cepas aisladas de caballos sl lo hacen 

CGARCIA, 1980; BROWN, 1985; REDONDO, 1988>. 

La virulencia de una cepa en particular 

cantidad de llpidos de su pared celular. En 

relaciona con la 

BKperimento Mu-

ckle <1984>, se obtuvieron los llpidos de la pared celular de 25 

cepas de g. avis 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 produJO una ma-
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yor cantidad de abscesos. Resultados similares fueron obtenidos 

por Burrel 1 ( 1978>, quien determino que hay ur:ia correlaciOn _posi­

tiva entre el contenido lipldico de la pared cel.u_~_ar:y,,,la ~C'.l_bili­

dad para pr'oducir lesiones en los ganglios popllteos.' de· bor'regos 

< BURRELL, 1978; MUCKLE, 1984 > • 

Un componente muy importante de esta bacter'ia es una· potente 

BMOtOMina. Esta exotoMlna es una fosfatidilcolina-fosfato-hidro-

lasa, mAs conocida con el nombre de fasfolipasa O. Esta toMina 

actóa como una esfingomielinasa catalizando la esfingomielina de 

loa eritrocitos en caramida y colina, ademAs, también afecta a 

las células endoteliales, aumentando asi la permeabilidad capi-

lar. Experimentalmente es letal por vla intravenosa para ovinos, 

caprinos y animales de laboratorio. Estructuralmente la exotoMina 

es una glicoprotelna con una composiciOn de aminoAcidos, su peso 

molecular se estima entre 14 500 a 31 000; se localiza principal-

mente en el citoplasma de la bacteria y en menor cantidad en la 

pared celular, puede ser obtenida TAcilmente de el sobrenadante 

de un cultivo en caldo nutritiva. Es estable 

inactiva con calor o almacenaje prolongado o 

liquido pero se 

foYma 1 i na <CAR-

NE, 1978; HSU, 1985; BROWN, 1987; JOLLY, 1965; JUBB, 1982; ZAKt, 

1976>. 

La TosTolipasa O actóa sabre la esfingomielina de la 

membrana celular, por sl sola no causa mucho daNo en la membrana 

eritrocitica para dar fr'anca hemOlisis, pero algunas la 

hemOlis1s puede ocurrir sl el proceso es ayudado poY Trlo 
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disminucibn del pH a menos de 6. Esta toxina es capaz de inhibif 

la hemOlisis ocasionada por la beta lisina del Staphylococcus 

aureus, la cual es también una esfingomielinasa, por competiciOn 

ocupando el sitio receptor sobre la membrana del eritrocito 

<l .. OVELL, 1966; BROWN, ¡q97; CARTER, 1985). 

Puede ocurrir hemólisis sinérgica cuando la Tosfolipasa O de 

~- ~ actóa en combinación con ciertos tipos de fosfolipasa c. 

Esta fosfolipasa C degrada mAs al fosfato producido de la 

división de la esfingomielina ocasionada por la fosfolipasa D. La 

exoto~ina de Carynebacterium ruJ!!j_ <Rhodococcus ~>, es una 

fosfolipasa C y las dos toxinas actóan secuencialmente. La 

degradaciOn de la esfingomielina hasta una capa simple de fosfato 

resulta en una desorganizaciOn de la membrana suficiente para 

producir lisis celular. Esta hemOlisis sinérgica ocasionada por 

las dos exotoxinas ccrinebacterianas es utilizada en la 

identificacibn de otras especies y constituye la base de la 

prueba de inhibiciOn de la hemólisis sinérgica. Esto puede 

utilizarse para la detecciOn de anticuerpos contra las exotoxinas 

de .Q_. ~ <KNIGHT ~ 1978) .. 

Todas las cepas de~~ producen exotoxinas similares an­

tigénicamente, aunque se ha observado cierta variabilidad en la 

patogenicidad de dichas cepas. Carne <1978>, realizo un experi­

mento en el cual las exotoxinas de 12 cepas, fueron neutralizadas 

en su totalidad por una antitoxina. Doty <1964), examinO 120 cul-
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tivos aislados de 4 especies animales y produjo antitoxina en co­

neJoa, encontrando que todas fueron neutralizadas por reacciOn 

cruzada <OOTV, 1964; CARNE, 1978; 9UTHERLAN09 1989; CAMERON, 

1970; RENSHAW, 1979>. 

Hay variaciOn en la cantidad de exotoxina producida por 

diferentes cepas con evidente complejidad, asl como también hay 

cierta variaciOn en cuanto a la virulencia de esas exotoxinas. 

Muckle y Gyles examinaron 25 cepas de ~. 2Y.i.§ y no encontraron 

correlaciOn significativa entre la producciOn de exotoxina y la 

severidad de la enfermedad en ratones. En contraste Burrell, 

trabajando con borregos descubriO que las cepas con m~s alta 

producciOn de exotoxina son las que mbe abscesos producen <JOLLY, 

1965; BURRELL, 1 980; 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 gnotobiOticos, intravenosa 

subcut~naamente con exotoxina sola o en combinaciOn con~. ~ 

vivo. Todos los corderos murieron dentro da las primeras 48 horas 

post-tnoculaciOn, debido a una anemia hemolltica con nefrosis y 

edema 

causar 

pulmona~. La exotoxlna produCe alteraciOn suficiente 

una remociOn masiva y degradaciOn de la membrana de 

glObuloe rojos por el sistema reticuloendatelial CHSU, 1985>. 

para 

loe 

~ avis tambi~n posee un factor piog~ntco termoestable de 

actividad quimiot~ctica para leucocitos y un llpido de superficie 

derivado del Acido corinemic611co, tOxtco para leucocitos y 
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gracias al cual esta bacteria resiste la actividad lisosOmica de 

estas células .CCAMERON, 1970; JUBB, 1982; ELL[S, 1903). 

El Q.:. ru!..1...§. puede ser aislado junto otras bacterias 

-- pioQélias tales como 6taphy!QS9~!:!!! y Streptococcus de proceses 

-_supurativos da algunos otros mamlferos, vacas es 

ocasionalmente productor de mastitls o abscesos ganglios 

11nfAticos, también ocasiona la linfangitis ulcerosa de los 

bovinos y equinos, artritis supurativa y contagiosa de los corde-

1·os, orquitis supurativa de los carneYos y el acné contagtoso de 

los equinos, todas estas enfermedades nunca se presentan acampa-

hadas de LC <SMITH, 1985; BLOOD 1 1986; CAROENAS, 1986; NAVARRETE, 

1988; SANTAROSA 1 1989J. 

PRUEBAS PARA DIAGNOSTICO CE LINFADENITl6 CABEOBA. 

El diagnOsttco de la enTermedad superficial en ovinos se ha-

en base a la exploraciOn por medio de la inspecciOn y palpa­

ciOn minuciosa de los ganglios ltnT~ticos superTtciales, este 

puede tener poco valor en la detecc10n de lesiones tempranas y en 

los casos en que se presentan lesiones v1scerales sin anteceden­

tes cllnicos de inTecciOn periT~r1caª La signologla de LC 

p~Act1camente inaparente, gran parte de los animales aTectados 

observan aparentemente normales, detectandose casi siempre la en­

fe~medad a nivel de rastro con la presencia de ganglios volumino­

sos al momento de la 1nspecci6n, con lesiones caracte~lsticaa y 
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la presencia al corte da exudado purulento de consistencia semi­

dura Ccaseosa), sin olor, de color verdoso o amarillo. Los gan­

glios superTiciales mAs aTectados son los parotldeos, mandibula­

res, retroTartngeos, preescapularee ast como supr9mamarios, pre­

Temorales y popltteos. En cuanto a los ganglios internos mAs a­

Tectados astan los mediasttnicos, bronquiales, mesont~ricos y 

sublumbares <OCAMPO, 1991; NAVARRETE, 1988; AVERS, 1977; JUBB, 

1992). 

Adem~s del diagnOsttco cllntco numerosas pruebas de labora­

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

pruebas miden la respuesta humoral contra la e~otoxina. Sin 

bargo, todas han te ni do una uti 11 zaciOn 1 imita da, ya sea por su 

elevado costo de realizaciOn, por complejas y laboriosas y sobre 

todo por que muchas de ellas son poco conTiables <NAVARRETE, 

1988J. Entre las pruebas de laboratorio que se han utilizado para 

el diagnóstico de esta enTet""medad ae tienen: la prueba de i ntra­

der""mor,..eacciOn, la neutral izaci6n, la TijaciOn del complemento, 

la inh1bici6n de la antihemolisina, la hemoaglutinaciOn, la 

aglutinaciOn, la 1nmunodiTusi6n y la p""ueba de Enzime-linked 

immunosot""vent assay <ELISAJ. 

El primer intento para determina,.. el estado de la inmunidad 

humoral Tul! hecho por Carne C 1940), quien elaboro una prueba 

diagnóstica stmilar a la de "Schick'' que es una prueba en piel 

para diagnosticar la inTecciOn por"" Corynebacterium diphtheriae en 

la cual una pequeha cantidad de la toxina diTté,.-ica es inyectada 
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intl"'adérmicamen,te. .~n presencia de anticuel"'pos c:il"'culantes los 

efectoá de la·.'t.Oxlna son -neutl"'al izados 1nm6diatamente y hay 

l"'BacciOn. Sin la prctecciOn de anticuel"'pos, hay un ac~mulo de cb­

lulas rojas e inflamaciOn·en el sitio de la inyecc10n dul"'ante 

l"'iOS dlas. Cal"'ne inyect0 pequehas dosis de la exotoMlna de ~. 

g:tl§. en 100 bOl"'l"'egos con LC, pero las 1"'eacc1ones fueron irregula­

res. Otros trabajos probados Tueron, una prueba en piel, la cual 

Tu~ tltulada con pruebas s~ricas e inyecciOn intradérmica en co­

nejos. La ausencia de necrosis Tue un indicativo de la presencia 

de anticuerpos. Esta prueba tuvo la desventaja de que no pudo ser 

aplicada en gran escala, pero confirmo la suposiciOn de que se 

desarrolla una respuesta humoral contra la ewotoxlna y que una 

reacclOn oe neutralizaciOn de la toxina con una antitoxina puede 

ser empleada como una prueba diagnostica <CARNE, 1940¡ OOTV, 

1964). 

Utilizando la propiedad de la exotoKina de inhibir la lisis 

de los glObulos rojos por" la beta-lisina estafilococal, Zaky 

<1976>, desarrollo la prueba de inhlbiciOn de la anti-bata-hamo-

lisis <lHA O IHB>. La prueba se realizo incubando cantidad 

igual de exotoxina y eritrocitos de un bovino adicionAndole la 

hemollsina estaTilococal. En ausencia de anticuerpos la eKoto~ina 

del Q. ovis ocupo las sitios receptares sobre la membrana de loa 

er i troc1 tas, i nhi blenda los eTectos hemol 1 tices de la beta-1 isl­

na. Esta prueba tiene eTectos sensitivos y especlTicoa del 92Y. y 

96% respectivamente <BROWN, 1987). 
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La prueba de inhibiciOn de la hemOlieia 11inérgica <IHS>, se 

~esarrollo en California para diagnosticar la 1nfecciOn en caba­

llos por Q. QY.1Jl. La prueba se realizo utilizando la acciOn com­

plementaria de las exotoxinas de~- ~y~ • .@.9!!.!. para causar la 

hemOlisis stnérgica. El suero fué diluldo e incubado con una can­

tidad igual de exotoxtna de Q. 9Y.!.§ y adsorbida en discos de pa­

pel filtro, los cuales fueron colocados sobre placas de agar san­

gre que contentan la exotoxina de º· !!ID!!· Las reacciones se in­

terpretdron a las 24 horas, una banda de hemOlisis alrededor in­

dico la ausencia de anticuerpos. En cabras infectadas experimen­

talmente la prueba diO 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 Q. 9.Yl..!! en 

Terma natural, se encentro una sensibilidad del 98% para cabras y 

del 96X para borregos. Los titules Tueron positivos tanto en los 

animales que presentaban la enfermedad cllnica como en los anima­

les con enfermedad subcllnica, esto indica que esta prueba puede 

ser utilizada para detectar animales que son portadores sanos 

(KNIGHT, 1978; BROWN, 1985J. 

La prueba de ELISA también puede ser utilizada en el diag­

nostico de la LC. Se ha reportado una sensibilidad comparable 

la prueba IHS. La detecciOn de anticuerpos contra la exotoxina 

Tue de mayor sensibilidad que lu detecc10n de anticuerpos contra 

los componentes de la pared celula~ y los titules de antitoxina 

aparecieron 30-60 dlas después de la inTecciOn experimental. Por 
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otro lado, Chikamatsu reporta que de 1186 casos de LC, trabajados 

con esta prueba se detectaron 466 animales como positivos <39.3%) 

<BROWN, 1987; PEPIN, 1988; CHIKAMATSU, 1989). 

La prueba de aglutinaciOn es otra de las pruebas Que se ha 

utilizado para el diagnostico de la LC. Sin embargo, es importan­

te que el antlgana que se va a utlllzar para realizarla reciba un 

tratamiento previo con Tween 60, por ejemplo, para eliminar la 

capacidad de autoaglutinaciOn que presenta este microorganismo 

debido a la composicibn de su pared celular la cual ya Tue men­

cionada con anterioridad. Esta prueba es semicuantitativa pero, 

tiene un alto grado de sensibilidad. En esta prueba los anticuer­

pos establecen uniones cruzadas con los antlgenoa que se presen­

tan en Terma da partlculas, lo que hace que se agrupen o agluti­

nen. Esta aglutinacibn se logra al mezclar una suspensiOn de par­

tlculas antig~nicas, por ejemplo, bacterias con antisuero. Los 

anticuerpos se combinan con rapidez con las partlculas pero, la 

aglutinaciOn es un proceso mucho mAs lento, ya que la adherencia 

entre las partlculas solo se produce cuando se tocan unas con 

otras. Los anticue~pos IgM son aglutinadorea considerablemente 

mAs eTicaces que los anticuerpos lgG (MORILLA, 1986; TIZARD, 

1989). 

La prueba de aglutinaciOn puede ser empleada para diagnosti­

car la inTecciOn ocasionada por Q. pseudotuberculosis en cabras. 

De 36 rebatios infectados con esta bacteria y que presentaban le-
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sienes de LC, se realizar-en muestr-eos utilizando esta pr-ueba, la 

cual diO como r-esult.ados que el 01•1. de esos r-ebafios er-an positi­

vos <HOLSTAD, 1986>. 

Los anticuorpos contr-a g. pseudotuberculosis, pueden ser­

detectados tempranamente por- esta pr-ueba. Los altos niveles de 

anticuerpos pueden ser detectados a las 2 semanas después de la 

inTecciOn por- esta bacteria. La misma prueba demostrO que la ma­

yorla de los cabritos en un rebaf1o in.fectado con .G.· pseudotuber­

culoais poaelan anticuerpos contra la LC dur-ante su pr-imer mes de 

vida y dichos anticuerpos estaban ausentes en los mismos cabritos 

entre los 3 y 4 mesas de edad y reapareclan nuevamente cuando los 

animales tenlan máo de dos a~os de edad <HOLSTAO, 1986; HOLSTAO, 

1988>. 

15 



O B J E T V O 6 

Objetivo Principal. 

Ev.l:luacJOn. de un antieuero pal"a la idSOti_Tic~ciOn= 

de Corynebacterium 2.!d..!!· 

11 Objetivos Particulares. 

a> Producci6n de antisuero espect~ico 

Corynebacterium en conejos. 

contra 

b) TitulaclOn del antisuero producido mediante la 

prueba de aglutinacJOn en tubo. 

e> Realizac10n de la prueba de agluttnacibn en 

placa o portaobjeto, entre el antisuero y 

Corynebactertum ~· 

d) Detectar reacciones cruzadas entre 

Corynebacterium ~ y otras bacterias pibge­

nas tales como: Staphylococcus ~ y Strep­

tococcus §!:gs.g a. 
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M A T E R 1 A L 

a> Para la producctOn del a.ntiaueroa 

* Cuatro Jaulas para conejos. 

* Cuatro conejos hembras de seis meses de edad. 

* Alimento concentrado para conejo. 

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

*Jeringas "lnsullnlcas" con agujas de calibre 2b. 

* Alcohol. 

• Algodbn. 

*Frascos de 5 ml. est~rilea, con tapOn de goma. 

* Etiquetas autoadherlbles, de 15 X 20 mm. para 

la identlficaclbn de loa frascos. 

* Marcadores de tinta permanente. 

* Hojas de rasurar. 

* Centrifuga. 

* ReTrigerador para almacenar los antisueros. 

* Bacterina de Corynebacterlum ~' elaborada en el 

laboratorio de Mlcrobiolog1a de la F.E.S.- Cuautitl~n. 

Dicha bacterlna fue elaborada a partir de abscesos re­

colectados an el rastro de Ferreria de el Oiatrito 

Federal. A esta bacterina se le realizaron la.a si­

guientes pruebas, para su evaluaciOn: 

a> Prueba de determinaciOn de pH. 
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bl Prueba de esterilidad. 

el Prueba de pur-eza. ( Su concentr-ac10n f"ue medida por­

eapectr-oTotomatr-ia, ajustada a 600 nm. de longitud de 

onda, teniendo un 76% de transmitancia. 

d) Pr-ueba de Seguridad. 

e) Pr-ueba de Antigenicid~d. 

<OCAMPO, 1991 >. 

b) TitulaciOn del antieuero1 

• Tubos de ensaye con capacidad de 1 ml. 

* SoluciOn Salina Fisiolbgica <SSF>. 

• Pipetas de 1.0 y 5.0 ml. 

•Gradilla. 

* Micropipetas. 

•Palillos de madera. 

* EatuTa bacteriolOgica. 

e> Prueba de aglutinaciOn en portaobjetoa1 

• Antisuero contra ~ avis, obtenido da los conejos 

inocu.J.ados con la bacterina deº'-=.. avis. 

* Antlgeno de k:_ ovis. 

* SS F. 

* Suero normal de conejo. 

* Portaobjetos. 

*Jeringas "insullnicaa" desechables. 

18 



• Caja con .fuente de i lumi naci On y .fondo osc:.uro. 

d> Prueba de detaccibn de reaccionas cruzadaet 

* Portaobjetos. 

Caja con .fuente de iluminaciOn y .fondo oscuro. 

• Asa de inocu\aciOn. 

* 6 6 F. 

* Anttgeno de~ ~· 

• Cepasº de Staphylococcus ~ y Streptococcus Jl!.!,!.Qg S 

que .fueron obtenidas del Cepario de la SecciOn de Mi-­

crobio\ogla de la F.E.S.- CuautitlAn. 
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METO DO 

<ModiTicado de Morilla, 1986 y Morales 1991). 

A> ProducciOn del Antiauero 

Para la elaboraciOn del antisuero se inocularon tres de 

los conejos con la bacterina de ~.e.Y.!..!!· La inoculactOn de los 

animales se realizo como se muestra en el cuadro #1. A uno da loa 

cuatro animales no se le inoculb la bacterina, quedando como con-

trol negativo. 

CUADRO #1. Protocolo da inmunizac10n contra~~. 

Nó.mero de 
i noculaciOn 

Ola de la 
inoculaciOn 

2 

15 

4 

23 26 

5 

29 
---------------------------------~-...: ____________________________ .;.. 
Dosis de 
bacterina (ml > 

Vla de 
inoculactOn 

Cona Jos 
inoculados 

Be. 

1.0 r.o 

'se. IM Be. 

______________________________ ..,: ___ .... _________ .;.._.;_-.;.~..;.-;;.;.:... __ :.,.·_:_-_-.,;.;.. __ ..,:.:,.: 

A cada animal se le extrajo 1.0 ml de sangre semanalmente a 

partir de la primera semana después de la primera inoculaciOn, 

incluyendo al control negativo, se le realizaron cinco sangrados 

en total a cada uno de los animales. De esos sangrados el ~ltimo 

hizo blanco <extracciOn de toda la sangre posible>. 

La sangre extraida se dejb repesar en los ~rascos da S ml 
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&St~riles hasta que se formb el coAgulo y se separo del suero, 

este suero rue centrifugado durante 10 minutos a 2, SOO rpm y 

posteriormente se almaceno en viales estériles en el rerrigerador 

a una temperatura de congelaciOn, previa identiricaciOn. 

B> TitulaciOn del Antisuero Mediante la Prueba de Aglutina­

ciOn en Tubo. 

Para la titulación de los antisueros se realizo 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: 

1:2, 1:4, 1:8 •••• 1:4096. (Los resultados se e>epresaron en lo­

garitmo decimal con las siguientes equivalencias: 1:2 = 0.3, 

1:4 = 0.6, 1:8 = 0.9 ••• 1:4096 = 3.6>. 

b) Antes de iniciar la prueba se retirb el antisuero y el antlge­

no del refrigerador y se expusieron a temperatura ambiente du­

rante 30 a 60 minutos. 

e) A cada uno de los tubos se le deposito 0.1 ml de SSF. 

d) Al primer tubo de cada una de las muestras se le adiciono 0.1 

ml del antisuero utilizando jeringas "insuU.nicas". 

e> Oespu~s de que se homogenizaron los tubos nümero 1 de cada una 

de las muestras, se pasb 0.1 ml del contenido al tubo nCunero 2 

utilizando una micropipeta y se agitaron con los palillos de 

madera. 



T> una vez que el tubo n6mero 2 Tue homogenizado se le eKtraJo 

o.t ml de su contenido y este se aaicionO al tubo nOmero 3. 

El mismo procedimiento se realizo hasta llegar al tubo nOmero 

12 y por Oltimo a este tubo se le eMtrajo la misma cantidad 

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

g) Se agrego 0.1 ml de antlgeno doº-.:.. 9.'t!..§. a cada uno da loa 

tubos. 

h) Los tubos se hcmcgenizaron durante 30 segundos. 

i) Las muestras se incubaron a 37 grados centtgrados en unA 

estuTa bacteriolOgica durante 48 horas. 

j) Los resultados Tueron interpretados al t~rmino de las 48 

horas. <VER FIGURA ttl >. 

C> Prueba de ~glutina.c10n an Portaobjato. 

Para la realizaciOn de esta prueba se evaluaron previamanta 

los siguientes controles negativos: 

a> Se coloco gota de ant1geno de º-..:_ ~ sobre un 

portaobjetos y se le adiciono una gota de SSF. 

bl Se coloc:O gota de antlgeno de ¡;.,_ ID!.!!! sobre 

portaobjetos y se le adiciono una gota de suero normal de 

conejo. 

el Se coloco gota de ant1geno de ¡;.,_ etiJ! sobre un 

portaobjetos y a este no se la adiciono nada m~s. 
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d) Sobre otro portaobjetos se colocó una gota del antlgeno de ~ 

~ y se le adicionó una gota del antisuero extraido de los 

conejos inoculados con la bacterina de~ QY.i~' las gotas se 

mezclaron con un palillo para homogeniza~las. 

Loa portaobjetos se colocaron sobre la caJa de Tondo oscuro y 

Tuente de iluminación para observar los resultados. 

OJ Oetecci6n de Reaccionas Cruzadas. 

a> Esta prueba se realizo utilizando portaobjetos limpios para 

cada una de las cepas bacterianas que se probaron, en cada 

uno de ellos se depositó una gota del antisuero extraido de 

los conejos inoculados con la bacterina de 'º-.:. QY.!..!.. 

b) Con una de inoculación tom6 una colonia de las diTe-

rentes cepas bacterianas <~ ~' Staphylococcus 2..!:!..t.!!Y.§ y 

Streptococcus Grupo a>, y se mezclaron con la gota del anti­

suero que les correspondio. 

e> Los resultados se observaron colocando los portaobjetos en la 

caja de Tondo oscuro y Tuente de iluminaci6n. 
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Figura !..L.. 

~s.,uemat.1zaci6n de ·1a· Prueba Le_nta ~n Tubo ~a.r~ )a TitulaciOn de 

los antisue.rOs: , __ _ 

1 > A cada t~;~ ~~- {~'.!.'·~·~:¡6-¡~~;~·~ Óp·¡: ~-1 ~. ~~-, ~· •. ~·~···~ ~(/·· 

Q· ···~·····~f!~~~;;~ ;;fil if ~% ~·~~;;g;. Q 
ZJ 'Se agrega 0.1 ml del antisuero a titular en el primer tubo y 

ae homogeniza. Se toma 0.1 ml del antisuero del tubo anterior y 

se pasa al siguiente, se homogentza y se repite el mismo procedi-

miento en todos los tubos. Se toma 0.1 ml del ~ltimo tubo y se 

desecha. 

~-Q-0.lml se 
·-- desecha 

3> A cada tubo se le agrega 0.1 ml de antlgeno de º-=.. ~· 

4) Se incuban los tubos a 37ºC durante 48 horas. 

S> Se hace la lectura de los tubos. 

g g 
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R E 8 U L T A O O 8 

Loa resultados de las muestras obtenidas de los animales 

inoculados con la bacterina de~~ se muestran en el cuadro 

H2 y en las grATicas: Hl, #2 y #3. 

El titulo de los anticuerpos Tue eMpr6sado en logaritmo de­

cimal. 

Los resultados muestran un titulo de 2.1 para los conejos 1 

y 2 y un titulo de 1.e para el conejo 3, a una semana después de 

la primera inoculaciOn. 

En la segunda semana los titules alcanzados Tueron de 1.8 

para los conejos l y 2 y de 2.4 para el conejo 3. 

Para la tercer semana se hablan inoculado 2 veces cada 

animal y loa titules encontrados en loe conejos 2 y 3 Tue de 2.7 

y para el conejo 1 Tue de 3.0. 

En la cuarta los tres animales tentan cuatro 

inoculaciones cada uno y sus titules Tueron de 2.1 para el cone­

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

En la quinta semana se hablan inoculado cinco veces cada 

uno de los animales y sus titulas ~ueron de 3.6 para cada uno de 

los tres animales. 

El conejo control C4>, diO resultados negativos en esta 
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prueba, durante todo el eHpertmento. 

CUADRO #2. T1tulaci0n de los antlsueros de loa conejos inoculado• 
con la bacterina da ~ S!!!!§.. 

~~- titulo 

4 

s 

2 

3 

3 

4 

o.3 o.b o.9 1.2 1.s i.a 2.1 
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En la prueba de agJuti naciOn en placa o portaobjetos, los 

controles negativos, <SSF mAs anttgeno de Q..:_ ~ suero normal de 

conejo m.\s antlgeno de Q.:., .rul!.e. y anttgeno de ~ g.tiJ! sOlo), 

dieron resultados negativos. Sin embargo, el antisuero de Q..,:_ ~ 

mAs el antlgeno de~~ dto un resultado positivo <cuadro H3). 

CUADRO #3. Reacct6n de los controles nagattvoa con el antlgano de 
º-s. 2ti..!· 

Controles negativos j 
Antlgeno 8 S F Suero normal 

de conejo. 
Antisuero de 
~ Qti.!!. 

de 

La reacciOn de agluttnaciOn con el antiauero se observo 

aproKtmadamente a los cinco minutos para todos Jos antisueros de 

los animal ea inoculados con la bactert na de ~ Qti.!!. Dicha 

reacctOn se observo como lo muestra la Tigura #2. 

FIGURA #2. ReacciOn de aglutinaciOn. 

ReacciOn positiva de agluttnaciOn 
contra el anttgeno de ~ ovta, 
utilizando el antisuero. 

8) 

o 
ReacciOn negativa de aglu­
tt naciOn contra el ant1ge­
no da ~ .e:d..§, uti 1 izando 
suero normal de conejo. 
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En la pr'ueba de detecciOn de r'eacciones cruzadast los 

ant1sueros de los conejos inoculados con la bacter'ina de ~ ~ 

y que ~ueron puestos en contacto con Staphylococcus aur'eus y 

Streptococcus Gr'upo ª' dler'on resultados negativos per'O, los 

mismos antisuor'os puestos en contacto con el antlgeno de Q.:. ~ 

dier'On resultados positivos lCuadro "41. 

CUADRO ~4. Resultados de la det•cciOn de reaccionee cruzada• con 
el antisuero da Q.z. ~· 

Anti suero Antigeno de Staphylococcus Streptococcus 

de 

En el presente experimento la reacciOn de aglutinaciOn pudo 

ser detoctada desde la primer semana despu~s de que se raalizO la 

primera inoculaciOn. Los resultados so muestran en el cuadro tt5. 

CUADRO ~5. Tiempo en que se detecta reacciOn da aglutinacton. 

Muestreo Ola de sangrado Conejo 

2 

3 

4 

5' 

7 

14 

21 

28 

35 

2 3 

Como se puede observar en el cuadr'o ~5 dos de los conejos 
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presentaron reacciones negativas; estas fueron el ~l can el 

quinto sangrado y el ~3 con el cuarto sangrado, esto se debiO 

posiblemente a la presencia de hemOlisis en los sueros de dichos 

sangrados. 
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O 1 8 C U 8 1 O N 

En la prueba de aglutinac10n se observaron titules de 2.1 en 

la primera semana después de la primera 1noculac16n y de 3.6 a la 

quinta semana, con un total de cinco inoculaciones, aplicadas por 

vla subcutAnea e intramuscular de manera alternada. Esto coincide 

con trabajes anteriores, <HOLSTAD, 1989>, reporta titulas de o.5 

a la primera semana post-inoculaciOn y un titulo ma~tmo de 4.2 

la 12a. semana, aplicando una bacterina 2 veces a cada animal, 

con un intervalo de cuatro semanas entre cada tnoculaciOn, por 

vta subcutAnea, en cabritos. 

4 
Utilt~ando una bacterina con una concentractOn de 3.1 X 10 

UFC / ml <Unidades Formadoras de Colonias por mililitro) aplicada 

por vla intravenosa, en corderos, se obtuvieron titules ds 2.4 

la lOa. semana despu~e de la primera inoculaciOn CBROGOEN, 1984). 

En el trabajo de Morales (1991>, utilizando una bacterina 
9 

con una concentraciOn de 3 x·10 UFC I ml y aplicandola 2 veces, 

por vla aubcutAnea en cuyas, se obtuvieron titulas de 3.3 a la 

tercer aemana despu~s de la primera inaculaciOn <MORALES, 1991). 

Cabe hacer menciOn que el ant.lgena de~ QY..U! utilizada en 

el presente trabajo Tue un antlgeno de un caso de campo pero con 

un cierto tratamiento para qua no autoaglutinara. Cabrla en 

Tuturo trabajo emplear un mayor numaro de cepae de campo sin 

tratamiento previo para observar la reacciOn con el antisuero. 
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No se detectb reaccibn cruzada con los otros microorganismos 

pibgenicos que se utilizaron en esta prueba, probablemente por 

las caracterlsticas tan especiales que presenta ~ avis en su 

pared celular, serla necesario realizar esta prueba con otras 

bacterias como por ejemplo: Corynebacterium pyogenas <Actinomycee 

pyogenes>, Staphylococcue epidermidis, Pseudomona aeruglnosa, 

Pasteurel la haemolytica, S.S. rnU, Mora>eel la ~ ya qua toda& 

estas bacterias han sido aisladas de procesos absc~dativos 

<HARLANO, 1979; SANTAROSA, 1985). 

La hembliaia, como observamos en el cuadro #5, inter~iera 

con la reaccibn de aglutinacibn, por lo cual se recomienda 

evitarla en la medida de lo posible. 
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e o Ne L u B lo NE a. 

1> S• elaboro un antieuero contraº-=-~ con un titulo 

mAMimo alcanzado de 3.6. 

2> La reacciOn de aglutinaciOn en portaobjetos se observa 

en tiempo aproKimado de cinco minutos, con un antlgeno 

preparado de ~ ~. 

3) No se detecto reacciOn cruzada con Btaphylococcus aureua 

ni con Streptococcus Grupo B· 

4) Se recomienda evaluar el antisuero canz 

a> Mayor n~mero de cepas de ~ 9.!!!.!! da campo. 

b) Mayor nbmero de bacterias piOgenae aisladas a partir 

de muestras de campo. 

Estas recomendaciones se hacen con el Tin de obtener un 

antisuero con mayor especiTicidad y sensibilidad para ser 

utilizado en el diagnostico de inTeccionea ocasionadas por 

Q,:_~. 
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