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RESUMEN 

La liníadenitis Caseosa ( L C ) se podría encuadrar dentro del 

grupo de enfermedades poco diagnosticadas. Generalmente se trata de un 

proceso de bajos índices de mortalidad y clínicamente evoluciona asin

tomáticamente; sin embargo es de vital importancia, relacionándose con la 

reglamentación técnico-sanitaria del comercio de canales y se debe conside

rar que el 90% de los diagnósticos de ésta enfermedad corresponden a ha

llazgos post mortem. 

Hasta el momento no existe1' pruebas serológicas confiables para 

el diagnóstico y control de la L C. Por lo que el presente trabajo se encaminó 

a la realización de la prueba de inhibición de la hemólisis para establecer un 

método scrodiagnóstico fácil de realizar que permita la identificación in 

vivo de animales infectados con ésta enfermedad tan común en el país. Para 

su realización se utilizaron 118 sueros de ovinos de raza indefinida 

obtenidos del rastro de Ferrería sin tomar en consideración sexo y edad. 

Los resultados más altos obtenidos en la reali7.1ción de la prueba, 

fueron en la dilución 1:8192 con un 35.6% y en la dilución 1:32 con un 

15.25%. Se detectaron resultados seropositivos desde la dilución 1:8, como 

ha sido ya reportado por otros investigadores. 

Se concluye que la prueba de inhibición de la hemólisis es sensi

ble, económica, de fácil realización y puede ser promisoria para el diagnósti

co de la enfermedad. 



INTRODUCCION 

En al actualidad los ovinos contribuyen con el 1.2% del valor total 

de la producción pecuaria, dentro de los cuales el 0.8% es el de la carne, el 

0.3% es el de la lana y el 0.1 % de subproductos, principalmente pieles. La 

carne y la lana ovina en México son obtenidos de animales criollos en un 

90% (De Lucas, 1986). 

De acuerdo a la información obtenida del libro de registros de 

matanza y decomiso del rastro frigorifico de Ferrería, en el periodo de julio 

a septiembre de 1991 la matanza registrada fue de 68~·no ovinos y caprinos 

con un total de 29,212 kilogramos de decomiso y de estos, 16,901 kilogramos 

decomisados fueron debido a la linfadenitis cascos.~ (L C), es decir 57.86% 

corresponde a esta enfermedad. (Libro de registro de matanza y decomiso 

de Ferreña, 1991). 

La L C, es una enfermedad de curso crónico producida por el 

~ebacterium pseudotuberculosis (h. ovis) que se caracteriza por la 

presencia de abscesos en los nódulos linfáticos periféricos especialmente el 

parotídco, el prccscapular y el prefcmoral, ocasionalmente la enfermedad 

llega a ser generalizada y la formación de abscesos ocurre en varios órganos 

incluyendo los nódulos linfáticos internos, pulmón, hígado, riñón, celebro, 

cordón espinal, bazo, tejido subcutáneo y corazón. Es un problema de 

dimensiones significantes que causa pérdidas económicas considerables a la 

industria ovina y caprina (Rensshaw, 1979; Hamir, 1991; Holstad y col., 
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1989). 

La enfermedad tiene una evolución subclínica y lenta, los animales 

se muestran afcbriles con buen apetito y los signos clínicos sugestivos de 

cualquier enfermedad especifica pasan inadvertidos, sólo se advierte tume

facción de los ganglios linfáticos superficiales que desprenden pus amarillo 

verdoso al abrirlos. La caquexia y disminución de la producción predispone 

a sospechar la presencia de abscesos en los ganglios linfáticos internos como 

son los pulmonares y mediastínicos dando un cuadro clínico de disnea y 

trastornos digestivos (1-Iiepe, 1972; Cuéllar y col., 1986; Navarrcte 1988). 

Al penetrar k r-seudntubcrculosis se comporta como un parásito 

intracelular facultativo, los factores que contribuyen a que pueda sobrevivir 

en el hospedero y producir lesiones son: una exotoxina que aumenta la per

meabilidad vascular, un factor piogénico que atrae a los leucocitos y una 

gran cantidad de lípidos superficiales tóxicos para los fagocitos (Hagan y 

Bruner, 1983; Holstad y col., 1989). 

La exotoxina de la k pscudotuberculnsis es una fosfolipasa "D" 

que afecta a la esfingomielina de los eritrocitos y las células endoteliales de 

los vasos sanguíneos. Los Iípidos permiten al microorganismo sobrevivir sin 

ser dañado en los fagolisosomas de las células fagocíticas del hospedero y 

producir abscesos en el ganglio linfático regional o ser transportados a otro 

lugar (Hsu, 1985). 

Se ha mostrado que la eliminación de los Iípidos y la extracción 

sucesiva con acetona, éter y alcohol no reproduce la actividad piogénica de 
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Jos organismos. también se demostró que la eliminación de los lípidos no 

afecta la viabilidad de la bacteria. El lípido es una substancia serosa y es 

tóxica para cu yes, esta contiene ácido corinomicólico que es similar a la cera 

"D" de las micobacterias (Cameron, 1970; Hsu, 1985; Holstad y col., 1989). 

En algunos países la prevalencia estimada para la L Ces alta, en 5 

regiones del oeste de E.U. el 42% de 4,089 borregos seleccionados y el 53.7% 

de 4,574 ovejas adultas son sacrificadas en los rastros debido a esta enfer

medad. En Francia la L C, es incluida en el síndrome de la enfermedad de 

Jos abscesos que reconoce dos causas principales: h, pS<'udotubcrculosis y 

Staphylococcus aureus subcspccie anacrobius (Pepin, 1989). 

En un estudio scrológico para detectar anticuerpos contra .!:. 

pseudotuberculosis en animales de 14 rebaños positivos y en un rebaño for

mado con animales de diferentes rebaños, todos los sueros fueron evaluados 

con pruebas de aglutinación bacteria! CBAT), y la prueba de inhibición de la 

hemólisis (HIT). L• proporción de animales que son seropositivos en ambas 

pruebas decreció a cero en animales de 4 mese de edad; en la edad de 11 a 

12 meses la proporción de animales seropositivos fue de casi el 50% en BAT 

y del 30% en HIT. A la edad de 8 meses la prevalencia de animales con pro

tuberancias superficiales fue de 7%, en la edad de un año el 29% de los ani

males examinados tiene semejantes lesiones. En el rebaño establecido con 

animales de diferentes rebaños sólo unos pocos de los de un año de edad 

son seropositivos. Los valores de Jos títulos de DAT e HIT incrementó en los 

de 6 años de edad. Los valores de los títulos de anticuerpos son significati-
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vamente bajos en los de un año de edad que en animales mayores en ambas 

pruebas (Holstad, 1986b;Navarrete, 1988). 

Existen pocos reportes en lo que concierne a la transferencia 

calostral de anticuerpos contra !;;, r-seudotuberculosis de madres a hijos. 

Burrel (1981) citadp por Lund, examinó 23 cabritos de un hato comprendido 

de 64 cabras adultas. Diez cabritos fueron seropositivos en la prueba de 

inhibición de la hemólisis. Todos estos cabritos fueron menores de 3 se

manas de edad excepto uno y sus madres seropositivas. Sólo 2 cabritos 

desarrollaron L C clínica cerca de los 6 meses de edad. Otro estudio realiza

do por Burrell (1980) examinó el suero normal de corderos mamones infec

tados naturalmente y se encontraron anticuerpos contra la toxina de k 

pseudotubcrculgsis en sueros de 6 corderos. la antitoxina en suero simple 

de cabritos y corderos nacidos de madres seropositivas indican transferen

cia calostral un poco después de la infección postparto (Lund, 1982). 

La enfermedad es difícil de erradicar una vez que ha llegado a ser 

enzoótica debido a las dificultades en el control de la enfermedad, muchos 

estudios se han encaminado a la obtención de vacunas, bacterinas y toxoi

dcs para dar protección a los pequeños rumiantes contra esta enfermedad 

(Holstad y col., 1989). 

En un estudio se evaluó la eficacia de una cxoloxina forrnalinizada 

de k pseudotuberculosis en cabras en donde 2 grupos de machos caprinos 

de 9 semanas de edad (5 animales por grupo) fueron inmunizados sub

cutáneamente con exotoxina formalinizada con adyuvante incompleto de 
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Freud. A cada animal se le dio 2 inmunizaciones. Al grupo uno se le inoculó 

OS mi. de toxoide y al grupo 2 se le inoculó 1 mi. de toxoide y a los 30 días 

se les dió la segunda inmunización en donde los animales inmunizados y 

los 5 no inmunizados de 12 semanas de edad (control) fueron inoculados 

intradérmicamente (desafio - exposición) con !:. pseudotuberculosis vivo. A 

la necropsia 5 de los 10 animales inmunizados no prescmtaban lesiones de 

LC, 3 presentaban abscesos limitados en el sitio de inoculación y 2 presenta

ban lesiones con diseminación bacteria!. De los 5 controles no inmunizados 

4 tenían abscesos diseminados y uno presentaba un absceso individual en 

un nódulo intemo. Scrológicamente 9de10 inmunizados desarrollaron títu

los de anticuerpos positivos (1 :8) contra la exotoxina una semana después 

de la inoculación, mientras que los animales controles requieren 3 semanas 

para desarrollar una respuesta de anticuerpos positivos. Por lo tanto 

durante una infección con !:. p<1e11dotuhcrc11losis los anticuerpos contra la 

exotoxina pueden proteger a un animal de la diseminación del microorga

nismo (Brown, 1986). 

En otro estudio realizado en México se inocularon cuyes con una 

bacterina de~ pseudotuberculosis con hidróxido de aluminio estandariza

da a 3 X 109 bacterias/mi. Los cuyes se dividieron en 3 grupos de 10 ani

males. Al grupo 1 se le inoculó la bacterina sin diluir 1:1; al grupo 2 se le 

inoculó la bacterina diluida 1 :10 y al grupo 3 se le administró agua destilada 

y fue el grupo testigo. Todos los animales recibieron 1 mi. por vía sub

cutánea el día cero y el día 21 post-inoculación se repitió el procedimiento. 
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La bacterina se evaluó mediante una prueba de inlradermo-reacción y prue

bas de aglutinación lenta en tubo e inhibición de la hemólisis. Las pruebas 

de intradermo-reacción se efectuaron con toxina cruda y antígeno del cuer

po celular a los 25 días post-inoculación. Los animales del grupo 1 resul

taron protegidos contra los efectos dcrmonecróticos y letales de la toxina y 

contra los efectos del antígeno del cuerpo celular. El grupo 2 no se protegió 

contra los efectos dermonecróticos observándose un promedio de 3.4 mm. 

de necrósis aunque si hubo una protección de los efectos letales en un 90%. 

En el grupo testigo se observaron reacciones en la piel más severas con una 

mortalidad de 40%. El grupo 1 fue el que mostró mayores lílulos de anti

cuerpos tanto en la prueba de aglutinación lenta en tubo como en la prueba 

de inhibición de la hemólisis (Morales, 1991). 

La eficacia de una bacterina de h, ¡:_iscudolubcrculosis para prote

ger borregos contra el desarrollo de L C, fue evaluada en experimentos con

trolados de desafío-exposición y en donde los resultados indican que la bac

terina provee una protección inmunológica de corderos contra el desafío 

con J::., pseudoluhcrculosis ya que los signos sistémicos de la actividad de la 

cxotoxina (ictericia, hemoglobinuria o muerte) no se desarrollan en eslos 

(Lea Master, 1987). 

Cameron (1972) citado por Holslad encontró que vacunas inacti

vadas no protegen contra el desarrollo de abscesos después de la inocu

lación intravenosa de organismos bacterianos y sugieren el uso de vacuna 

viva contra la L C. De cualquier modo las vacunas inactivadas han moslra-
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do tener un cierto efecto protector contra la infección subcutánea o intradér

mica en borregos y cabras. También se observa que el desarrollo de lesiones 

cascos.1s en los nódulos linfáticos en cabras seguido de la inoculación sub

cutánea con k, r-scudotuberculosis puede ser reducido por una vacuna in

activada conteniendo organismos enteros y toxina cruda (Holstad y col., 

1989). 

La inoculación intravenosa de k r-seudotuberculosis vivo, sobrc

nadante de cultivo, exotoxina purificada cromatográficamente en pequeños 

rumiantes gnotobióticos, caus.1 la muerte de éstos dentro de 48 horas. Los 

cambios observados en los animales vivos 2 horas después de la inoculación 

son: anemia hemolítica severa y hemoglobinuria, fluido rojo obscuro en 

cavidades corporales, edema pulmonar e ictericia. Los preparados de exo

toxina cruda causan un síndrome de choque agudo en 2 corderos que 

murieron a los 15 minutos después de la inoculación. La evidencia histopa

tológica indica que la exotoxina causa cambio necrótico en los túbulos 

proximales de los riñones. L1 inoculación con organismo vivo causa un 

foco múltiple de inflamación supurativa en músculo esquelético y tejido 

adiposo adyacente, mientras que tales cambios no se observan en animales 

que se les administró preparación de exotoxina de k, pseudotubcrculosis. 

Aunque ésta induce una anemia hemolítica en animales experimentales, 

ésta no conduce a una lisis de eritrocitos fil :\d.!!Q de ovino, caprino o bovino 

a menos que estos hayan sido sensibilizados con filtrados de Rhodococcus 

mili (Corynebacterium .mfill. 
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Además otro estudio histopatológico de 50 carneros con epi

didimitis y un granuloma espermático apoyados con estudios bacteriológi

cos revelaron que el!:. pseudotuberculosis fue aislado de tejido testicular 

(Hsu, 1985; Cardenas, 1986). 

l·lamir (1981) encontró que el corazón de un borrego adulto con 

una buena condición nutricional, en la aurícula del atrio derecho mostró un 

agrandamiento circular firme aproximadamente de 3 centímetros de 

diámetro. Sobre una sección cortada la lesión encontrada fue un absceso 

conteniendo material caseoso verde-amarillo dispuesto en laminaciones 

concéntricas. El absceso se encapsuló dentro de la pared del atrium. En 

apariencia fue la causa marcada del estrechamiento de el lumen atrial pero 

como no fueron notadas otras anormalidades cardiacas se concluyó que la 

lesión no causaba ninguna obstrucción significativa a Ja circulación san

guínea. El exnmen microscópico confirmó que el absceso fue dentro del mio

cardio atrial y reveló la lesi(m característica de L C. A la bacteriología del 

material purulento se observó crecimiento masivo de h, pseudotubcrculosis 

sobre el cultivo aeróbico y anaeróbico. 

Diversos casos de infección en humanos han sido notificados rela

cionados como ocupacionales, ocurriendo en pastores y tablajeros. Un caso 

surgido en un habitante urbano después de la ingestión de leche cruda de 

cabra desarrolló un absceso en el nódulo linfático cervical. Otro fue una 

infección del tracto respiratorio en un estudiante de veterinaria posible

mente después del contacto con el organismo en un laboratorio de bacte-
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riología, en donde Ja enfermedad tomó forma de neumonía eosinofílica que 

respondió a la eritromicina. Otro caso de infección por!:, psrudoh1berculo

fill! en el hombre presentó un cuadro clínico consistente en fatiga, dolores 

musculares, sensibilidad y aumento del volumen del hígado y lin

fadenopatía Jocaliz.1da. Se estableció una identificación bacteriológica con

cluyente del microorganismo en muestras obtenidas de la aspiración de 

ganglios linfáticos y de Ja extirpación quirúrgica de Jos propios ganglios 

afectados. El exámen de dicho ganglio reveló un proceso patológico mani

festado por áreas focales de infl,1mación crónica. Había nidos de células 

epitelioides rodeadas por reacción fibroblástica y linfadcnitis escleros.mte 

crónica. Más recientemente se ha informado de casos esporádicos en 

Austria. La cirugía fue curativa en todos los casos de linfadenitis (Drown y 

Olander, 1987; Hagan y Druner, 1983). 

La inmunidad aparece como un complejo y esto es atribuido a 

mecanismos de células T (inmunidad celular) y células D (inmunidad 

humoral). Esto es debido aparentemente a 2 factores: la pared celular lipídi

ca y la exotoxina que juegan un papel esencial en el desarrollo de las 

lesiones. Los lípidos permiten al microorganismo resistir Ja digestión por 

enzimas celulares y persistir como un parásito intracelular facultativo aún 

con macrófagos activados. Esto ha sugerido que la pared celular lipídica es 

el factor implicado en la formación de abscesos mientras que la exotoxina es 

la responsable en la diseminación de el organismo (Holstad y col., 1989). 

El !:, psrudotuwrculo<is y el Mycobact<'rium spp tienen muchas 
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similitudes en la estructura de la pared celular y ambas persisten como 

parásitos intracelulares facultativos, la inmunidad celular es parte impor

tante de la respuesta inmune para ambas. La prueba de la tuberculina y 

johnina pueden dar reacciones cruzadas no especificadas en borregos y 

cabras infectadas natural y artificialmente con !;;, psrudqtuberculosis. Esto 

probablemente es debido a las porciones de algunos antígenos de la pared 

celular. En un estudio realizado en 2 rebaños de cabras, uno infectado con 

k pseudotuberculosis y uno libre de la infección, los animales fueron vacu

nados subcutáneamente en el hombro contra Ja para tuberculosis y 32 de 40 

(55%) y 31 de 45 (69%) cabras presentaron lesiones en Jos animales infecta

dos respcctivamenle y se concluye que la mayor parle de las intlamaciones 

sobre el hombro de las cabras son granulomas resultantes de Ja vacunación 

contra Ja para tuberculosis CDrown y Olander, 1987; Holstad, 1986 e). 

Jolly (1966) citado por Cameron ha demostrado que la presencia 

de lípidos está asociado con la virulencia y habilidad del k pseudotuwrc11-

Josis de resistir la acción lítica de los macrófagos además de que juegan un 

papel muy importanle en Ja patogénesis de la infección. Otro estudio rea

lizado por C1meron (1964) establece que las células bacterianas cuyo lfpido 

a sido eliminado con formalina retiene la habilidad de producir abscesos 

estériles en cuyes cuando se inyectan en cantidades suficientes. 

Opuestamente las células bacterianas que son muertas con fcnol pierden la 

habilidad para causar abscesos subcutáneos (Cameron, 1970). 

Se piensa que Ja exotoxina induce un filtración marcada de plasma 

11 



de los pequeños vasos sanguíneos por acción directa de la esfingomielina en 

el revestimento interno de las células endoteliales. Sin embargo, los signos 

clínicos de hipoxia y hemoglobinuria son sugestivos de la acción de la exo

toxina sobre los eritrocitos (brogden, 1990.) 

Las pruebas serológicas empicadas para el diagnóstico de esta 

enfermedad se basan en la detección de anticuerpos contra la exotoxina de 

.!:,_ pscudotubcrculosis e incluyen: inhibición de la antihemolisina, prueba de 

protección al ratón, hemaglutinación indirecta, prueba de inhibición de la 

hemólisis e inmunodif usión (Sutherland, 1987). 

El estudio de las actividadl's hemolíticas y hemaglutinantes de la 

exotoxina de.!:,_ pscudotubcrculosis tiene delineado el desarrollo de cuatro 

tipos de pruebas de diagnóstico que son: Prueba de inhibición de la hemóli

sis, prueba de inhibición de la hemaglutinación directa, prueba de inhibi

ción de la aglutinación directa con eritrocitos lisados y prueba de inhibición 

de la hemólisis en gel (Burrell, 1980 a). 

Shigidi (1978) reportó que animales con títulos de 1:16 o mayor 

son considemdos positivos a la prueba de hemaglutinación indirecta (!HA). 

Se examinaron sueros provenientes de casos de L C, por la prueba de IHA y 

la prueba de inhibición de la antihemolisina (AHI) y se demostró que la 

prueba de IHA fue más sensible que la prueba de AHI aunque la evaluación 

de ambas pruebas para el scrodiagnóstico de L C , demostró que ninguna 

fue 100% segura, debido a que dan un alto porcentaje de falsos positivos. 

Por otra parte, los resultados positivos en ambas pruebas con borregos 
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aparentemente normales pueden ser causa de la inmunidad residual de una 

infección previa. 

La aglutinación y la hemólisis pueden ser inhibidas por la antitoxi

na y pueden ser el preludio para el uso de esta actividad como indicador en 

ensayos de diagnóstico (Burrell, 1980 b). 

Se han hecho trabajos con una prueba de piel en la cual la exotoxi

na fue titulada con suero a probar e inyectada intradérmicamente en cone

jos. La ausencia de necrosis fue indicativo de la presencia de anticuerpos; 

esta prueba tiene desventajas en la aplicación a larga escala pero confirma la 

sospecha que se ha desarrollado una respuesta humoral a la exotoxinn y que 

una reacción de ncutrillización antitoxina~toxina, puede ser empleada en un 

esquema de diagnóstico (Brown, 1987). 

Se ha probado la eficacia de un alergeno llam.1do "Lymphadcnin" 

que se ha evaluado en cuyes previamente sensibilizados, inyectándolos con 

0.1 mi intradérmicamente con diluciones de 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16 del alérgeno 

en cada animal. Después de 24 horas las reacciones alérgicas locales apare

cen como áreas circulares eritematosas con un diámetro de 15.7, 13.3, 9.9 y 

7.9 mm respectivamente. Los cuyes no sensibilizados usados como control 

no desarrollaron ninguna reacción. Li inyección intradérmica de 0.1 mi de 

"Lymphadenin" estandarizada en la región del hombro de 40 cabras clínica

mente afectadas con linfadenitis dan reacciones alérgicas elevadas que 

alcanzan su máximo a las 48 horas después de su aplicación. El incremento 

en el grosor de la piel en el sitio de inyección varía de 1.6 a 12.2 mm con un 
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rango promedio de 6.04 +- 2.87 mm. En 40 cabras sanas de un rebaño libre 

de linfadenitis el rango del incremento en el grosor de la piel fue entre O.O y 

1.S mm con un promedio de 0.57 +- 0.4 mm (Lwgenegger, 1986). 

Burrell (1980 b) mostró el criterio de la actividad dermonecrótica 

de la exotoxina de .C, p<rudotuhC>rculosis en donde se inyectó intradérmica

mente un volumen de 0.1 mi de la exotoxina en conejos y el criterio tomado 

de la actividad dermonecrótica fue el desarrollo después de 48 horas de una 

placa dérrnica palpable con inflamación central con exudado pustular. 

Shigidi (1979) realizó la comparación de 5 pruebas serológicas 

para el diagnóstico de la infección experimental de .C, J:!seudotubcrculosis 

en donde se demostró que ninguna de esas pruebas es 100% confiable. La 

prueba de aglutinación con tubo (AT) fue de valor entre 3 y 18 semanas 

después de la infección. Los anticuerpos no son detectados por la prueba de 

fijación del complemento (FC) después de B semanas de la infección y con la 

prueba de difusión en gel (DG) ocurren reacciones no específicas. La prueba 

de inhibición de la antihemolisina (Al-11) fracasó en detectar antitoxina en 

una proporción alta de borregos infectados que son positivos a~ pseudo tu

berculosis. La prueba de hemaglutinación indirecta (IHA) fue más confiable 

y los niveles de antitoxina diagnosticada persisten por largos periodos más 

que los anticuerpos de otras pruebas. En conclusión la prueba de !HA tiene 

ventajas sobre las otras pruebas para el diagnóstico scrológico de la infec

ción por h,_ pseudotuhcrculosis en borregos. 

La prueba de inmunodifusión doble en gel provee una economía 
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extrema además de que se pueden efectuar 16 pruebas en cada caja de pctri 

y los resultados pueden ser obtenidos en un lapso de 24 horas. Los resulta

dos positivos obtenidos con suero de casos confirmados de L C, en ovinos y 

caprinos y los resultados negativos de sueros de animales libres de L C, 

demostraron la confiabilidad de la prueba (Burrell, 1980 e). 

Abdel Hamid (1975) reporta una prueb.i de protección en ratón 

(MP) que fue considerada de valor para detección de L C especialmente 

cuando hay lesiones externas. Esta prueba depende de la neutralización de 

dosis mínima letales (DML) de la toxina de~ ps<'udntuherculnsis por 

anticuerpos específicos presentes en un mililitro de suero de ovejas infec

tadas. Esta prueba es segura pero costosa (García y Ciprian, 1985). 

Más recientemente se ha reportado la prueba de ELISA para hacer 

una evaluación comparativa de la medición de anticuerpos contra la pared 

celular (C - ELISA) y la toxina (T - ELISA) de C.ps<'udntuherculnsis en 

infección natural e infección experimental en borregos bajo condiciones de 

campo. En donde borregos infectados naturalmente con~ pseudntuhcrcu

~ la sensibilidad y la especificidad de la C - ELISA fue de 76 y 73 % 

respectivamente. Para borregos s.1criíicados un afio después de la infección 

artificial la sensibilidad de las pruebas fue de>- 83 % y la especificidad >- 72 

%. Para borregos sacriíicados cuatro meses después de la infección artificial 

la especificidad de ambas pruebas fue<30% donde el promedio de sensibili

dad fue de 85%. La C - ELISA en conjunción con la T - ELISA detectó el 92% 

de los borregos con lesiones pulmonares (Sutherland, 1987). 
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En estudios siguientes con el procedimiento de ELISA mostró que 

borregos con unas cuantas lesiones pequeñas de L C, dan resultados rela

tivos. En los borregos falsos negativos no tiene probablemente suficiente 

estimulación antigénica para producir anticuerpos detectables a los 

antígenos de la toxina o a la pared celular de la bacteria (Ellis, 1987). 

La prueba sinergística de inhibición de la hemólisis (51-11) es un 

ensayo serológico fácil de realizar y económico que detecta anticuerpos con

tra la exotoxina de!:::., rseudnt11hcrc11losis en caballos pero fue aplicada en 

cabras. En ensayos preliminares esta prueba tiene un alto nivel de sensibili

dad y espccificidild para detectar L C, un título de 1 :4 o mñs fue interpreta

da como una respuesta sernpositiva (Brown, 1985). 

Holstad (1986 a) indica que la pruebil de aglutinación bacteria! 

(BAT) y la prueba de inhibición de la hemólisis (1-!lT) pueden ser usadas 

para investigaciones seroepidemiológicas de!:::., psrudntuh('rculnsis en 

infecciones de cabras, ademñs de que ambas pruebas son sencillas de 

realizar. En un estudio realizado con suero de 25 cabras adultas infectadas 

con!::,. ps('udotuhcrculosis el título positivo de BAT fue estipulado como>-

2.1 y en HIT como > 0.6. La sensibilidad y la especificidad fue de 0.96 en 

ambas pruebas en donde 23 de las 25 cabras infectadas con k pseudotubcr

~ son positivas en ambas pruebas. Los títulos de anticuerpos son 

expresados como Log 10 al valor recíproco de la dilución de suero positivo 

más alto en ambas pruebas. El valor inicial escogido en el presente estudio 

da un falso positivo (4%) y un falso negativo (4%) en cada prueba (Holstad, 
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1986 a; Kuria, 1989). 

La prueba de inhibición de la hemólisis es también una prueba 

fácil de realizar y mide la habilidad del suero inmune para inhibir la activi

dad hemolítica de la exotoxina de b. pseudotubcrculosis. esta prueba es 

adecuada para estudios sobre inmunidad perinatal y los resultados 

obtenidos sugieren una transferencia calostral de antitoxina. L~ prueba solo 

implica la incubación del sobrenadante de cultivo de b. pscudotubcrculosis 

y suero, seguido de la adición de eritrocitos de borrego (Burrell, 1980 a). 
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OBJETIVOS 

Objetivo general: Realización de la prueba de inhibición de la 

hcmólisis, empicando sueros de ovino sacrificados en el rastro de Ferrería 

para determinar la eficiencia de esta prueba en el diagnóstico de la lin

fadcnitis cascos.1 en México. 

Objetivos particulares: 

1) Montaje de la prueba. 

1.1: obtención de la toxina. 

1.2: Obtención de glóbulos rojos de ovino. 

1.3: Realización de la prueba. 

1.4: Control positivo(+). 

1.5: Control negativo(-). 

2) Obtención de muestras del rastro de Ferrería. 

3) Obtención de títulos de inhibición de la hemólisis 

de las muestras del rastro de Ferrería. 
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MATERIAL Y METODO. 

El presente trabajo se realizó en el laboratorio de microbiología de 

la FES-C, UNAM, ubicado en el perímetro urbano de Cuautitlán de Romero 

Rubio. 

Se utilizaron 118 sueros de ovinos de raza indefinida obtenidos del 

rastro de Ferrería, estos se escogieren al azar sin tomar en cuenta edad y 

sexo. El muestreo se realizó al momento del sacrificio de los animales y 

transportados inmediatamente al laboratorio de microbiología en donde se 

mantuvieron en refrigeración y posteriormente a las 24 horas se obtuvo el 

suero de las muestras. 

La obtención de la toxina se elaboró según cita Hsu (1985) en 

donde teniendo el cultivo puro e identificado de r;:, pscudotubcrculosis se 

tomó una asada de colonias y se inoculó en 100 mi de caldo BHI (infusión 

cerebro-corazón) contenidos en un matraz de 250 mi el cual se incubó 48 

horas a 37° C. La suspensión desarrollada en el caldo se colocó en un 

matraz conteniendo 4 litros de medio hidrolizado de lactoalbúmina (HLA). 

A continuación el matraz se colocó en un agitador orbital y se incubó a 37D 

e durante 48 horas con una agitación constante de 130 rpm para evitar la 

formación de una película de conglomerados bacterianos ya que el microor

ganismo en medios artificiales es muy propenso a formar aglutinaciones o 

escamas suspendidas que se separan con dificultad. Li suspensión fue trata

da por centrifugación a 2500 rpm durante 30 minutos y a continuación se 

procedió a separar el paquete celular y el líquido sobrenadante por medio 
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de una filtración continua a través del filtro millipore (membranas con poro 

de 0.22 U m). El líquido sobrenadante estéril constituyó el extracto crudo de 

la toxina. El paquete celular se colectó y almacenó en congelación sin con

servador. 

Para la obtención de glóbulos rojos, previa antisepsia se puncionó 

la vena yugular del ovino con una aguja estéril del número 21 y ya obtenida 

la sangre (5 mi) se depositó en un tubo de ensaye con anticoagulante 

CEDTA) teniendo cuidado de que resbalara lentamente por la pared del tubo 

para evitar hemólisis. Posteriormente se centrifugó para separar el plasma a 

2500 rpm durante 10 minutos y ya separado et plasma este se desechó y se 

colocó la misma cantidad de PBS (buffer de fosfatos) con un pH de 6.4 y 

nuevamente se centrifugó a 2500 epm por 10 minutos. Este mismo paso se 

repitió 2 veces más y ya lavados los glóbulos rojos se tomaron 0.5 mi del 

paquete celular y se colocaron en 99.5 mi de PBS estéril y se mantuvieron en 

refrigeración. 

La prueba de inhibición de la hemólosis se realizó usando una 

modificación del método realizado por Burrcll, (1980); fue empicada una 

microplaca en donde a una serie de pozos de esta (15 en total) se le adicionó 

una gota (0.025 mi) de PBS con la micropipcta, luego se tomó una muestra 

del suero a probar con el microdilutor y se colocó en el primer pozo de la 

microplaca y se hicieron diluciones dobles rotando el microdilutor en todos 

los pozos y ya en el último pozo se desechó el contenido. Posteriormente se 

colocó una gota (0.025 mi) de toxina de k pscudotuhcrculosis constante en 
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todos los pozos y se dejó 60 minutos a temperatura ambiente para posterior

mente adicionarle los glóbulos rojos (0.025 mil lavados de ovino al 0.5% y 

meterlo a incubar en refrigeración durante 48 - 72 horas y efectuar la lectura. 

Control positivo: En un pozo de la microplaca se colocó unagota 

(0.025 mi) de PBS, más una gota de suero (0.025 mil de PBS con la 

micropipcta, más una gota de suero conocido (+), luego se adicionó una 

gota de la toxina del:.,, pseudotubcrculosis con la micropipcta y por último 

se colocó una gota de glóbulos rojos lavados de ovino al 0.5% y se dejó 

incubando con la prueba. 

Control negativo: En un pozo de la microplaca se colocó una gota 

(0.025 mi) de PBS, más una gota de toxina de l:.,, pseudotubcrculosis. más 

una gota de glóbulos rojos de ovino lavados al 0.5% y se dejó incubando con 

la prueba. 
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RESULTADOS Y DISCUSION. 

De los 118 sueros empicados para la realización de este estudio, 

los resultados obtenidos muestran que los títulos más altos en la prueba de 

inhibición de la hcmólisis son en la dilución 13 (D-13) con un título de 

1:8,192 siendo esta el 35.593%, siguiéndole la dilución 5 con un título de 1:32 

con el 15.264% y la dilución 6 con un título de 1 :64 con el 11.864% respecti

vamente. Como se puede observar los resultados se empezaron a detectar a 

partir de la dilución 1 :8. También se aprecian que las diluciones 1 y 2 con 

t!tulos de 1:2 y 1:4 respectivamente no hubo ningún suero positivo. Los títu

los de anticuerpos obtenidos en esta prueba se pueden observar en el 

cuadro y figura 1. 

Cabe mencionar que la prueba se modifico usando microplacas, 

microdilutores y solución buffer (PBS) con pH de 6.4, ya que la prueba origi

nal citada por Burrcl (1980), se trabajó con tubos de ensaye, mayor cantidad 

de volumen y solución salina fisiológica (SSFJ. La prueba funcionó en forma 

más satisfactoria utilizando PBS que empicando la SSF como lo señala la 

prueba original; Burrel, (1980 a) menciona que la exotoxina de k pSC'udotu

berculosis tiene actividad hemolítica sobre eritrocitos de borrego cuando 

reacciona bajo un pI-1 6 y actividad directa de hcmaglutinación cuando reac

ciona en títulos altos de pI-1. Cualquier variación en el pH puede originar 

alteraciones en los resultados de esta prueba. 

La mayor cantidad de sueros respondieron en forma positiva en la 
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dilución 1:8,192 un título alto si se considera que trabajos realizados por 

otros investigadores utilizando esta misma prueba en infecciones experi

mentales empieza a dar resultados(+) a partir de la dilución 1:4, 1:8. Brown 

(1985) en un ensayo con la prueba sinergística de inhibición de la hemólisis 

interpreta como respuesta scropositiva un título de 1:4. 

Otro reporte hecho por Shigidi (1978) con la prueba de hemagluti

nación indirecta considera los títulos de 1:16 y mayores como una respuesta 

positiva. 

Burrell (1980 a) reporta un título de 1:32 como positivo en la prue

ba de inhibición de la hemólisis en 10 de 12 cabras con infección experimen

tal. 

Una correlación hecha por Holstad (1986 a) entre las pruebas de 

inhibición de la hcmólisis (HIT) y aglutinación bacteria! (BAT) el título posi

tivo fue estipulado como 0.6 y 2.1 respectivamente (expresado en logaritmo 

decimal). 

Morales (1991) realizó las pruebas de inhibición de la hemólisis y 

aglutinación lenta en tubo para evaluación de una bacterina de S:. pSC'udptu

bcrculosis con una concentración de 3 x 109 UFC/ml, aplicándola por vía 

subcutánea en cuyes, obteniendo títulos de 3.3 (expresado en logaritmo de

cimal). 

El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de varianza y 

la desviación standart. Los resultados de estos se muestran en el cuadro 1. 

Debido a los altos títulos obtenidos en la realización de la prueba 
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se puede pensar en una hipótesis basada en que todos los sueros muestrea

dos eran de animales adullos. Esto se puede verificar según reporta 1-lolstad 

(1986 b) que al realizar las pruebas de aglulinación bacteria! (BAT) e inhibi

ción de fo hemólisis (HIT) en animales de rebaños infectados los Ululos de 

anticuerpos se incrementaron en los animales a los 6 anos de edad y Ja 

mayor parle de crías poseen anlicuerpos contra i;;,, pscudolubcrculosis 

durante los primeros meses de vida y que tales anticuerpos eslán ausentes 

en animales a Ja edad de 3-4 meses y esto pudiera sugerir el porque de estos 

títulos. 

Además de que los sueros traba~1dos fueron obtenidos al azar y no 

pudo Jlevar a cabo un seguimiento apropiado de los animales muestreados 

ya que no se realizó Ja observación cuando se abrieron los animales y no se 

alcanzó a revisar los ganglios linfáticos superficiales e internos; por airo 

lado debido a la falta de información por parte de Ja gente encargada de Ja 

matanza y de que no se pudo observar a los animales desde los corrales 

para determinar por ejemplo la presencia y localización de lesiones que nos 

permitieran en un momento dado correlacionar con mayor exactitud los 

resultados obtenidos en esta prueba. 

Sin embargo, la prueba es promisoria y puede ser provechosa 

debido al modo de trabajar en el campo ya que es fácil de realizar, rápida y 

económica para el diagnóstico de L C en México. 
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CUADRO J. TITULOS DE ANTICUERPOS EN LA PRUEBA DE INHIBICION DE 
LA HEMOLISIS USANDO SUEROS DE OVINOS OBTENIDOS DEL RASTRO 
FRICORIFICO DE FERRERIA. 

DILUCIONES No. DE SUEROS PORCENTAJE (3) 

D·l 1: 2 o o 
D-2 1: 4 o o 
D-3 1: 8 2 J.695 
D-4 1: 16 9 7.627 
D-5 1: 32 18 15.254 
D·6 1: 64 14 11.864 
D-7 1: 128 11 9.322 
D-8 1: 256 4 3.390 
D-9 1: 512 3 2.542 
D-10 1: 1024 1 0.847 
D-11 1: 2048 11 9.322 
D-12 1: 4096 2 1.695 
D-13 1: 8192 42 35.593 
D-14 1: 16384 1 0.847 

TOTAL 118 100.000 

PROMEDIO 8 7 

VALOR MAXIMO 118 100 

VALOR MINIMO o o 
DESVIACION STANDAR 10.848 9.193 

VARIANZA 117.673 &1.511 
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PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMOLISIS 
EN SUEROS DE OVINOS PARA EL DIAGNOSTICO 

DE LINFADENITIS CASEOSA 

No. DE SUEROS 

DI D2 03 D4 D5 D6 D7 D8 09 DIO Dll 012 013 014 

D· DILUCIONES 
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CONCLUSIONES. 

1.-) La prueba de inhibición de la hemólisis es fácil de realizar y puede ser 

promisoria para el diagnóstico de L C en ovinos y caprinos de México. 

2.-) Utilizando ésta prueba en un total de 118 sueros, el 35.593% dieron 

resultados positivos en la dilución 1:8192. 

3.-) Se recomienda la realización de esta prueba a partir de animales identi

ficados como positivos a L C, sospechosos y negativos en condiciones de 

campo para poder determinar el porcentaje de seguridad de la prueba. 

4.-) De esta manera se puede llevar un control del rebaño para evitar la dise

minación a otros animales y por lo tanto una baja producción. 
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