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RESUMEN

La linfadenitis Caseosa ( L C) se podria encuadrar dentro del
grupo de enfermedades poco diagnosticadas. Generalmente se trata de un
proceso de bajos indices de mortalidad y clinicamente evoluciona asin-
tomdticamente; sin embargo es de vital importancia, relaciondndose con la
reglamentacién técnico-sanitaria del comercio de canales y se debe conside-
rar que el 90% de los diagnésticos de ésta enfermedad corresponden a ha-
HNazgos post mortem.

Hasta el momento no existen pruebas serolégicas confiables para
el diagndstico y control de la L C. Por lo que el presente trabajo se encaminé
a la realizacién de la prucba de inhibicién de la hemélisis para establecer un
método scrodiagnéstico ficil de realizar que permita la identificacién in
vivo de animales infectados con ésta enfermedad tan comiin en el pais. Para
su realizacién se utilizaron 118 sueros de ovinos de raza indefinida
obtenidos del rastro de Ferreria sin tomar en consideracion sexo y edad.

Los resultados més altos obtenidos en la realizacidon de la prueba,
fucron en la dilucién 1:8192 con un 35.6% y cn la dilucién 1:32 con un
15.25%. Se detectaron resultados seropositivos desde la dilucién 1:8, como
ha sido ya reportado por otros investigadores.

Se concluye que la prueba de inhibicién de la hem6lisis es sensi-
ble, econdmica, de facil realizacién y puede ser promisoria para ¢l diagnésti-

co de la enfermedad.



INTRODUCCION

En al actualidad los ovinos contribuyen con el 1.2% dcl valor total
de la produccion pecuaria, dentro de los cuales ¢l 0.8% es el de la carne, el
0.3% es el de la lana y el 0.1% de subproductos, principalmente picles. La
carne y la lana ovina en México son obtenidos de animales criollos en un
90% ( De Lucas, 1986).

De acuerdo a la informacién obtenida del libro de registros de
matanza y decomiso del rastro frigorifico de Ferreria, en ¢l periodo de julio
a septiembre de 1991 la matanza registrada fue de 68,310 ovinos y caprinos
con un total de 29,212 kilogramos de decomiso y de estos, 16,901 kilogramos
decomisados fucron debido a la linfadenitis cascosa (L C), s decir 57.86%
corresponde a esta enfermedad. (Libro de registro de matanza y decomiso
de Ferreria, 1991).

La L C, es una enfermedad de curso crénico producida por el
Corynebacterium pseudotuberculosis (C. ovis) que se caracteriza por la
presencia de abscesos en los nédulos linfaticos periféricos especialmente el
parotideo, ¢l preescapular y el prefemoral, ocasionalmente la enfermedad
llega a ser genceralizada y la formacién de abscesos ocurre en varios 6rganos
incluyendo los nédulos linfiticos internos, pulman, higado, rifién, celebro,
cordén espinal, bazo, tejido subcutineo y corazén. Es un problema de
dimensiones significantes que causa pérdidas econémicas considerables a la

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



1989).

La enfermedad tiene una evoluci6n subclinica y lenta, los animales
se muestran afebriles con buen apetito y los signos clinicos sugestivos de
cualquier enfermedad especifica pasan inadvertidos, s6lo se advierte tume-
faccién de los ganglios linfdticos superficiales que desprenden pus amarillo
verdoso al abrirlos. La caquexia y disminucién de la produccién predispone
a sospechar la presencia de abscesos en los ganglios linfiticos internos como
son los pulmonares y mediastinicos dando un cuadro clinico de disnea y
trastornos digestivos (Hiepe, 1972; Cuéllar y col., 1986; Navarrete 1988).

Al penetrar C. pseudotuberculosis se comporta como un pardsito
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 lipidos superficiales téxicos para los fagocitos (Hagan y
Bruner, 1983; Holstad y col., 1989).

La exotoxina de la C. pseudotuberculosis es una fosfolipasa “D”
que afecta a la esfingomielina de los eritrocitos y las células endoteliales de
los vasos sanguincos. Los lipidos permiten al microorganismo sobrevivir sin
ser daftado en los fagolisosomas de las células fagociticas del hospedero y
producir abscesos en el ganglio linfdlico regional o ser transportados a otro
lugar (Hsu, 1985).

Se ha mostrado que la eliminacién de los lipidos y la extraccién

sucesiva con acetona, éter y alcohol no reproduce la actividad piogénica de



los organismos. también se demostré que la eliminacién de los lipidos no
afecta la viabilidad de la bacteria. El lipido es una substancia scrosa y es
téxica para cuyes, esta conticne dcido corinomicélico que es similar a la cera
“D" de las micobacterias (Cameron, 1970; Hsu, 1985; Holstad y col., 1989).
En algunos pafses la prevalencia estimada para laL Cesalta, en 5
regiones del oeste de E.U. ¢l 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 ¢l sindrome de la enfermedad de
los abscesos que reconoce dos causas principales: C, pscudotuberculosis y

Staphylococcus aureus subespecie anacrobius (Pepin, 1989).

En un estudio scroldgico para detectar anticuerpos contra C,
pseudotuberculosis en animales de 14 rebaiios positivos y en un rebafio for-
mado con animales de diferentes rebaiios, todos los sueros fueron evaluados
con pruebas de aglutinacién bacterial (BAT), y la prueba de inhibicidén de la
hemélisis (HIT). La proporcién de animales que son seropositivos en ambas
pruebas decreci6 a cero en animales de 4 mese de edad; en la edad de 11 a
12 meses la proporcién de animales scropositivos 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 afio el 29% de los ani-
males examinados tiene semejantes lesiones. En el rebafio establecido con
animales de difcrentes rebafios sélo unos pocos de los de un afio de edad
son seropositivos. Los valores de los titulos de BAT e HIT incrementé on los

de 6 arios de edad. Los valores de los titulos de anticucrpos son significati-



vamente bajos en los de un aiio de edad que en animales mayores en ambas
prucbas (Holstad, 1986b; Navarrete, 1988).

Existen pocos reportes en lo que concierne a la transferencia
calostral de anticuerpos contra C. pscudotuberculosis de madres a hijos.
Burrel (1981) citado por Lund, examind 23 cabritos de un hato comprendido
de 64 cabras adultas. Diez cabritos fueron scropositivos en la prucba de
inhibicién de la hemélisis. Todos estos cabritos fueron menores de 3 se-
manas de edad excepto uno y sus madres seropositivas. Sélo 2 cabritos
desarrollaron L C clinica cerca de los 6 meses de edad. Otro estudio realiza-
do por Burrcll (1980) examiné ¢l suero normal de corderos mamones infee-
tados naturalmente y se encontraron anticuerpos contra la toxina de C.
pseudotubgereuloasis en sueros de 6 corderos. la antitoxina cn sucro simple
de cabritos y corderos nacidos de madres seropositivas indican transferen-
cia calostral un poco después de la infeccién postparto (Lund, 1982).

La enfermedad es dificil de erradicar una vez que ha llegado a ser
enzodtica debido a las dificultades en el control de la enfermedad, muchos
estudios sc han encaminado a la oblencién de vacunas, bacterinas y toxoi-
des para dar proteccién a los pequefios rumiantes contra esta enfermedad
(Holstad y col., 1989).

En un estudio se evalud la eficacia de una exotoxina formalinizada
de C. pscudotuberculosis en cabras en donde 2 grupos de machos caprinos
de 9 semanas de edad (5 animales por grupo) fueron inmunizados sub-

cutineamente con exotoxina formalinizada con adyuvante incompleto de



Freud. A cada animal se le dio 2 inmunizaciones. Al grupo uno se le inoculé
0.5 ml. de toxoide y al grupo 2 se le inoculé 1 ml. de toxoide y a los 30 dias
se les di6 la segunda inmunizacién en donde los animales inmunizados y
los 5 no inmunizados de 12 semanas de edad (control) fueron inoculados
intradérmicamente (desafio - exposicién) con C. pseudotuberculosis vivo. A
Ia necropsia 5 de los 10 animales inmunizados no presentaban lesiones de
LC, 3 presentaban abscesos limitados en el sitio de inoculacién y 2 presenta-
ban lesiones con diseminacion bacterial. De los 5 controles no inmunizados
4 lenfan abscesos diseminados y uno preseniaba un absceso individual en
un nddulo interno. Seroldgicamente 9 de 10 inmunizados desarrollaron titu-
los de anticuerpos posilivos (1:8) contra la exotoxina una secmana después
de la inoculacién, micntras que los animales controles requieren 3 semanas
para desarrollar una respuesta de anticuerpos positivos. Por lo tanto
durante una infeccion con C. pseudotuberculosis los anticuerpos contra la
exotoxina pueden proteger a un animal de la diseminacién del microorga-
nismo (Brown, 1986).

En otro estudio realizadoe cn México se inocularon cuyes con una
bacterina de C. pseudotuberculosis con hidréxido de aluminio estandariza-
da a 3 X 109 bacterias/ml Los cuyes se dividieron en 3 grupos de 10 ani-
males. Al grupo 1 sc le inoculd la bacterina sin diluir 1:1; al grupo 2 se Ie
inoculé la bacterina diluida 1:10 y al grupo 3 sc le administré agua destilada
y fue el grupo testigo. Todos los animales recibieron 1 ml. por via sub-

cutdnea el dia cero y cl dia 21 post-inoculacién se repitié el procedimiento.



La bacterina se evalud mediante una prueba de intradermo-reaccién y prue-
bas de aglutinacién lenta en tubo e inhibicién de la hemélisis. Las prucbas
de intradermo-reaccién se efectuaron con toxina cruda y antigeno del cuer-
po celular a los 25 dias post-inoculacién. Los animales del grupo 1 resul-
taron protegidos contra los efectos dermonecréticos y letales de la toxina y
contra los efectos del antigeno del cuerpo celular. El grupo 2 no se protegié
contra los efectos dermonceerdticos observiandose un promedio de 3.4 mm.
de necrésis aunque si hubo una proteccion de los efectos letales cn un 90%.
En vl grupo testigo se observaron reacciones en la picl mds severas con una
mortalidad de 40%. El grupo 1 fue ¢l que mostré mayores titulos de anti-
cuerpos tanto en la prueba de aglutinacion lenta en tubo como en la prucba
de inhibicién de la hemdlisis (Morales, 1991).

La eficacia de una bacterina de C. pseudotuberculosis para prote-
ger borregos contra el desarrollo de L C, fue evaluada en experimentos con-
trolados de desafio-exposicién y en donde los resultados indican que la bac-
terina provee una proteccién inmunoldgica de corderos contra el desafio
con . pseudotuberculosis ya que los signos sistémicos de la actividad de la
exotoxina (ictericia, hemoglobinuria o mucrte) no se desarrollan en estos
(Lea Master, 1987).

Cameron (1972) citado por Holstad encontré que vacunas inacti-
vadas no protegen contra el desarrollo de abscesos después de la inocu-
lacién intravenosa de organismos baclerianos y sugieren el uso de vacuna

viva contra la L C. De cualquier modo las vacunas inactivadas han mostra-



do tener un cierto efecto protector contra la infeccién subcutdnea o intradér-
mica en borregos y cabras. También sc observa que el desarrollo de lesiones
cascosas en los nddulos linfiticos en cabras seguido de la inoculacién sub-
cutinca con C. pscudotuberculosis puede ser reducido por una vacuna in-
activada conteniendo organismos enteros y toxina cruda (Holstad y col,,
1989).

La inoculacion intravenosa de C, pseudotuberculosis vivo, sobre-
nadante de cultivo, exotoxina purificada cromatogrificamente en pequefios
rumiantes gnotobidticos, causa la muerte de éstos dentro de 48 horas. Los
cambios observados cn los animales vivos 2 horas después de la inoculacién
son: anemia hemolitica severa y hemoglobinuria, fluido rojo obscuro en
cavidades corporales, edema pulmonar e ictericia. Los preparados de exo-
toxina cruda causan un sindrome de choque agudo en 2 corderos que
muricron a los 15 minutos después de ta inoculacién. La evidencia histopa-
tolégica indica que la exotoxina causa cambio necrdtico en los tibulos
proximales de los rifiones. La inoculacién con organismo vivo causa un
foco multiple de inflamacién supurativa en misculo esquelético y tejido
adiposo adyacente, mientras que tales cambios no se observan cn animales
que se les administré preparacién de exotoxina de C. pscudotuberculosis,
Aunque ésta induce una anemia hemolitica en animales experimentales,
¢ésta no conduce a una lisis de eritrocitos in vitro de ovino, caprino o bovino
a menos que estos hayan sido sensibilizados con filtrados de Rhodococcus

equi (Corynebacterium equi).



Ademis otro estudio histopatolégico de 50 carneros con epi-
didimitis y un granuloma espermitico apoyados con estudios bacteriolégi-
cos revelaron que ¢l C. pseudotuberculosis fue aistado de tejido testicular
(Hsu, 1985; Cardenas , 1986).

Hamir (1981) encontré que el corazén de un borrego adulto con
una buena condicién nutricional, en la auricula del atrio derecho mostré un
agrandamiento circular firme aproximadamente de 3 centimetros de
didmetro. Sobre una seccién cortada la lesién encontrada fue un absceso
conteniendo material cascoso verde-amarillo dispuesto en laminaciones
concéntricas. El absceso se encapsulé dentro de la pared del atrium. En
apariencia fue la causa marcada del estrechamiento de ¢l lumen atrial pero
como no fueron notadas otras anormalidades cardiacas se concluyé que la
fesién no causaba ninguna obstruccién significativa a la circulacién san-
guinea. El exdmen microsc6pico confirmé que el absceso fue dentro del mio-
cardio atrial y revel6 la lesion caracteristica de L C. A la bacteriologia del
material purulento se observé crecimiento masivo de C. pseudotuberculosis
sobre el cultivo aerébico y anacrébico.

Diversos casos de infeccién en humanos han sido notificados rela-
cionados como ocupacionales, ocurriendo en pastores y tablajeros. Un caso
surgido en un habitante urbano después de la ingestion de leche cruda de
cabra desarroll6 un absceso en el nédulo linfitico cervical. Otro fue una
infeccion del tracto respiratorio en un estudiante de veterinaria posible-

mente después del contacto con el organismo cn un laboratorio de bacte-



riologia, en donde la enfermedad tomé forma de neumonia cosinofilica que
respondié a la eritromicina. Otro caso de infeccidn por C. pseudotuberculo-
sis en el hombre presenté un cuadro clinico consistente en fatiga, dolores
musculares, sensibilidad y aumento del volumen del higado y lin-
fadenopatia localizada. Se establecié una identificacién bacteriolégica con-
cluyente del microorganismo cn muesiras obtenidas de la aspiracién de
ganglios linfiticos y de la extirpacién quirirgica de los propios ganglios
afectados. El exdmen de dicho ganglio revel6 un proceso patoldgico mani-
festado por éreas focales de inflamacién crénica. Habia nidos de células
epitelioides rodeadas por reaccién fibroblastica y linfadenitis esclerosante
crénica. Mis recientemente se ha informado de casos esporddicos en
Austria. La cirugia fue curativa en todos los casos de linfadenitis (Brown y
Olander, 1987; Hagan y Bruner, 1983).

La inmunidad aparece como un complejo y esto os atribuido a
mecanismos de células T (inmunidad celular) y células B (inmunidad
humoral). Esto ¢s debido aparentemente a 2 factores: la pared celular lipidi-
ca y la exotoxina que juegan un papel esencial en el desarrollo de las
lesiones. Los lipidos permiten al microorganismo resistir la digestion por
enzimas celulares y persistir como un pardsito intracelular facultativo aiin
con macréfagos activados. Esto ha sugerido que la pared celular lipidica es
el factor implicado cn la formacion de abscesos micntras que la exotoxina es

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

El C. pseudotuberculosis y el Mycobacterium spp tienen muchas
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similitudes en la estructura de la pared celular y ambas persisten como
pardsitos intracelulares facultativos, la inmunidad celular es parte impor-
tante de la respuesta inmunc para ambas. La prucba de la tuberculina y
johnina pueden dar reacciones cruzadas no especificadas en borregos y
cabras infectadas natural y artificialmente con C. pscudotuberculosis, Esto
probablemente ¢s debido a las porciones de algunos antigenos de la pared
celular, En un estudio realizado en 2 rebaiios de cabras, uno infectado con
C. pseudotuberculosis y uno libre de la infeccién, los animales fueron vacu-
nados subcutdneamente cn el hombro contra la paratuberculosis y 32 de 40
(55%) y 31 de 45 (69%) cabras presentaron lesiones en los animales infecta-
dos respectivamenle y se concluye que la mayor parte de las inflamaciones
sobre ¢l hombro de las cabras son granulomas resultantes de 1a vacunacién
contra la paratuberculosis (Brown y Olander, 1987; Holstad, 1986 c).

Jolly (1966) citado por Cameron ha demostrado que la presencia
de lipidos estd asociado con la virulencia y habilidad del C. pscudotubercui-
losis de resistir la accion litica de los macréfagos ademds de que juegan un
papel muy importante en la patogénesis de la infeecién. Otro estudio rea-
lizado por Cameron (1964) establece que las eélulas bacterianas cuyo lipido
a sido climinado con formalina retiene la habilidad de producir abscesos
estériles en cuyes cuando se inyectan en cantidades suficientes.
Opucstamente las células bacterianas que son muertas con fenol pierden la
habilidad para causar abscesos subcutineos (Cameron, 1970).

Se piensa que la exotoxina induce un filtracion marcada de plasma
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de los pequeiios vasos sanguineos por accién directa de la esfingomiclina en

" el revestimento interno de las células endoteliales. Sin embargo, los signos
clinicos de hipoxia y hemoglobinuria son sugestivos de la accién de la exo-
toxina sobre los eritrocitos (brogden, 1990.)

Las prucbas scrolégicas empleadas para ¢l diagnéstico de esta
enfermedad se basan en la deteccidn de anticuerpos contra la exotoxina de
C. pseudotuberculosis e incluyen: inhibicién de 1a antihemolisina, prucba de
proteccién al ratén, hemaglutinacién indirecta, prucba de inhibicién de la
hemélisis e inmunodifusién (Sutherland, 1987).

El estudio de las actividades hemoliticas y hemaglutinantes de la
exotoxina de C, pseudotuberculosis tiene delincado el desarrollo de cuatro
tipos de pruebas de diagndstico que son: Prucba de inhibicion de la hemdli-
sis, prucba de inhibicién de la hemaglutinacion directa, prucba de inhibi-
cién de la aglutinacion directa con eritrocitos lisados y prucba de inhibicién
de la hemdlisis en gel (Burrell, 1980 a).

Shigidi (1978) reportdé que animales con titulos de 1:16 o mayor
son considerados positivos a la prucba de hemaglutinacion indirecta (IHA).
Se examinaron sueros provenientes de casos de L C, por la prucbade IHA y
la prucba de inhibicién de la antihemolisina (AHI) y se demostré que la
prucba de IHA fue mds sensible que 1a prueba de AHI aunque la evaluacién
de ambas prucbas para el serodiagnostico de L C, demostré que ninguna
fue 100% segura, debido a que dan un alto porcentaje de falsos positivos,

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

La aglutinacién y la hemélisis pueden ser inhibidas por la antitoxi-
na y pueden ser el preludio para el uso de csta actividad como indicador en
ensayos de diagnéstico (Burrcll, 1980 b).

Se han hecho trabajos con una prucba de piel en la cual la exotoxi-
na fue titulada con sucro a probar e inyectada intradérmicamente en cone-
jos. La ausencia de necrosis fue indicativo de la presencia de anticuerpos;
csta prueba tiene desventajas en la aplicacion a larga escala pero confirma la
sospecha que se ha desarrollado una respucsta humoral a la exoloxina y que
una reaccién de neutralizacién antitoxina-toxina, puede ser empleada en un
esquema de diagnéstico (Brown, 1987).

Se ha probado la cficacia de un alergeno lamado “Lymphadenin®”
que se ha evaluado en cuyes previamente sensibilizados, inyectindolos con
0.1 ml intradérmicamente con diluciones de 1:2, 1:4, 1.8 y 1:16 del alérgeno
en cada animal. Despuds de 24 horas las reacciones alérgicas locales apare-
cen como dreas circulares eritematosas con un didmetro de 15.7, 133,99 y
7.9 mm respectivamente. Los cuyes no sensibilizados usados como control
no desarrollaron ninguna reaccién. La inyeccién intradérmica de 0.1 ml de
“Lymphadenin” estandarizada en la region del hombro de 40 cabras clinica-
mente afectadas con linfadenitis dan reacciones alérgicas elevadas que
alcanzan su maximo a las 48 horas después de su aplicacién. El incremento

en el grosor de la picl en el sitio de inyeccién varia de 1.6 a 12.2 mm con un



rango promedio de 6.04 +- 2.87 mm. En 40 cabras sanas de un rebaiio libre
de linfadenitis ¢l rango del incremento en ¢l grosor de la piel fue entre 0.0 y
1.5 mm con un promedio de 0.57 +- 0.4 mm (Langencgger, 1986).

Burrell (1980 b) mostré el criterio de la actividad dermonecrética
de la exotoxina de C, pseudotuberculosis en donde se inyectd intradérmica-
mente un volumen de 0.1 ml de la exotoxina on conejos y el criterio tomado
de la actividad dermonecrética fue el desarrollo después de 48 horas de una
placa dérmica palpable con inflamacién central con exudado pustular.

Shigidi (1979) realizé la comparacién de 5 prucbas serologicas
para ¢l diagnéstico de la infeccién experimental de C. pseudotuberculosis
en donde se demostré que ninguna de esas prucbas es 100% confiable. La
prucba de aglutinacién con tubo (AT) fue de valor entre 3 y 18 semanas
después de la infeccién. Los anticuerpos no son detectados por la prucba de
fijacion del complemento (FC) después de 8 semanas de la infeccién y con la
prucba de difusién en gel (DG) ocurren reacciones no especificas. La prueba
de inhibicién de la antihemolisina (AHI) fracasé en detectar antitoxina en
una proporcién alta de borregos infectados que son positivos a C, pseudotu-
berculosis. La prucba de hemaglutinacién indirecta (IHA) fue mds confiable
¥ los niveles de antitoxina diagnosticada persisten por largos periodos mds
que los anticuerpos de otras prucbas. En conclusién la prucba de IHA tiene
ventajas sobre las otras prucbas para el diagndstico seroldgico de la infec-
cién por C. psendotuberculosis en borregos.

La prucba de inmunodifusién doble en gel provee una economia
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extrema ademds de que se pueden efectuar 16 prucbas en cada caja de petri
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 c).

Abdel Hamid (1975) reporta una prueba de proteccion en ratén
(MP) que fue considerada de valor para deleccién de L C especialmente
cuando hay lesiones externas. Esta prucba depende de la neutralizacién de
dosis minima letales (DML) de la toxina de C. pseudotuberculosis por
anticuerpos especificos presentes en un mililitro de suero de ovejas infec-
tadas. Esta prucba es scgura pero costosa (Garcia y Ciprian, 1985).

Mis recientemente se ha repertado la prueba de ELISA para hacer
una evaluacién comparativa de la medicién de anticuerpos contra la pared
celular (C - ELISA) y la toxina (T - ELISA) de C.pseudotubereulasis en
infeccién natural e infeccidn experimental en borregos bajo condiciones de
campo. En donde borregos infectados naturalmente con C. pseudotubercu-
losis, Ia sensibilidad y la especificidad de la C - ELISA fue de 76 y 73 %
respectivamente. Para borregos sacrificados un aio después de la infeccién
artificial la sensibilidad de las pruebas fue de >- 83 % y la especificidad >- 72
%. Para borregos sacrificados cuatro meses después de la infeccion artificial
la especificidad de ambas pruebas fue<30% donde el promedio de sensibili-
dad fue de 85%. La C - ELISA en conjuncién con la T - ELISA detect6 el 92%

de los borregos con lesiones pulmonares (Sutherland, 1987).
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En estudios siguienles con el procedimiento de ELISA mostré que
borregos con unas cuantas lesiones pequeiias de L C, dan resultados rela-
tivos. En los borregos falsos negativos no ticne probablemente suficiente
estimulacién antigénica para producir anticuerpos detectables a los
antigenos de la toxina o a la pared celular de la bacteria (Ellis, 1987).

La prucba sinergistica de inhibicién de la hemélisis (SHI) es un
ensayo serolégico ficil de realizar y econémico que detecta anticuerpos con-
tra la exotoxina de C. pscudotubereulosis en caballos pero fue aplicada en
cabras. En ensayos preliminares esta prucba tiene un alto nivel de sensibili-
dad y especificidad para detectar L C, un titulo de 1:4 o mas fue interpreta-
da como una respucesta seropositiva (Brown, 1985).

Holstad (1986 a) indica que la prucba de aglutinacién bacterial
(BAT) y la prucba de inhibicién de la hemoélisis (HIT) pueden ser usadas
para investigaciones serocpidemiolégicas de C. pseudotuberculosis en
infecciones de cabras, ademds de que ambas prucbas son sencillas de
realizar. En un estudio realizado con sucro de 25 cabras adultas infectadas
con C. pscudotuberculpsis el titulo 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 prucbas en donde 23 de las 25 cabras infectadas con C. pscudotuber-
culasis son positivas cn ambas prucbas. Los titulos de anticuerpos son
expresados como Lng10 al valor reciproco de la dilucién de sucro positivo
mds alto en ambas pruebas. El valor inicial escogido en ¢l presente estudio

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

La prueba de inhibicion de la hemélisis es también una prueba
fdcil de realizar y mide la habilidad del suero inmune para inhibir la activi-
dad hemolitica de la exotoxina de C. pseudotuberculosis, esta prucba es
adecuada para estudios sobre inmunidad perinatal y los resultados
obtenidos sugieren una transferencia calostral de anlitoxina. La prucba solo
implica la incubacion del sobrenadante de cultivo de C. pseudotuberculosis

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

Objetivo general: Realizacién de la pruceba de inhibicién de la
hemélisis, empleando sucros de ovino sacrificados en el rastro de Ferreria
para determinar la cficiencia de esta prucba en el diagndstico de la lin-

fadenitis cascosa cn México.

Objetivos particulares:

1) Montaje de la prucba.

1.1: obtencién de la toxina,

1.2: Obtencién de glébulos rojos de ovino.

1.3: Realizacién de la prucba.

1.4: Control positivo (+).

1.5: Control negativo (-).

2) Obtencion de muestras del rastro de Ferreria.
3) Obtencién de titulos de inhibicién de la hemélisis

de las muestras del rastro de Ferreria.
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MATERIAL Y METODO,

El presente trabajo se realizd en el laboratorio de microbiologia de
la FES-C, UNAM, ubicado en el perimetro urbano de Cuautittin de Romero
Rubio.

Se utilizaron 118 sucros de ovinos de raza indefinida obtenidos del
rastro de Ferreria, estos se escogieron al azar sin tomar en cuenta edad y
sexo. El muestreo se realizé al momento del sacrificio de los animales y
transportados inmediatamente al laboratorio de microbiologia en donde se
mantuvieron en refrigeracién y posteriormente a las 24 horas se obtuvo el
suero de las muestras.

La obtencién de la toxina se elabord segiin cita Hsu (1985) en
donde teniendo el cultivo puro e identificado de C, pscudotuberculosis se
tomé una asada de colonias y se inocul6 en 100 mi de caldo BHI (infusién
cercbro-corazén) contenidos en un matraz de 250 mi el cual se incubé 48
horas a 370 C. La suspensién desarrollada en el caldo se colocé en un
matraz conteniendo 4 litros de medio hidrolizado de lactoalbimina (HLA).
A continuacién el matraz se coloco en un agitador orbital y se incubé a 37°
C durante 48 horas con una agitacién constante de 130 rpm para evitar la
formacién de una pelicula 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. La suspensién fue trata-
da por centrifugacion a 2500 rpm durante 30 minutos y a continuacién se

procedié a separar el paquete celular y cl liquido sobrenadante por medio
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de una filtracién continua a través del filtro millipore (membranas con poro
de 022 U m), El liquido sobrenadante estéril constituyd el extracto crudo de
la toxina. El paquete celular se colecté y almacend en congelacién sin con-
servador.

Para la obtencion de glébulos rojos, previa antisepsia se punciond
la vena yugular del ovino con una aguja estéril del nimero 21 y ya obtenida
la sangre (5 ml) se deposité en un tubo de ensaye con anticoagulante
(EDTA) teniendo cuidado de que resbalara lentamente por la pared del tubo
para evitar hemdlisis. Posteriormente sc centrifugd para separar el plasma a
2500 rpm durante 10 minutos y ya scparado el plasma este se deseché y se
coloco 1a misma cantidad de PBS (buffer de fosfatos) con un pH de 64 y
nuevamente se centrifugd a 2500 epm por 10 minutos. Este mismo paso se
repitié 2 veces mids y ya lavados los glébulos rojos se tomaron 0.5 ml del
paquete celular y se colocaron en 99.5 ml de PBS estéril y se mantuvieron en
refrigeracién.

La prueba de inhibicién de la hemélosis se realizé usando una
modificacién del método realizado por Burrell, (1980); fue empleada una
microplaca cn donde a una scrie de pozos de esta (15 en total) se le adicioné
una gota (0.025 ml) de PBS con la micropipeta, luego se tomd una muestra
del sucro a probar con ¢l microdilutor y se coloc en el primer pozo de la
microplaca y sc hicieron diluciones dobles rotando el microdilutor en todos
los pozos y ya en el altimo pozo se desechd el contenido. Posteriormente se

coloc una gota (0.025 ml) de toxina de C. pseudotuberculosis constante en
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todos los pozos y se dejé 60 minutos a temperatura ambiente para posterior-
mente adicionarle los glébulos rojos (0.025 ml) lavados de ovino al 05% y
meterlo a incubar en refrigeracion durante 48 - 72 horas y efectuar la lectura.

Control positivo: En un pozo de la microplaca se colocé unagota
{0.025 ml) de PBS, mids una gota de suero (0.025 ml) de PBS con la
micropipeta, mids una gota de suero conocido (+), luego se adicions una
gota de la toxina de C. pseudotuberculosis con la micropipeta y por tltimo
se colocd una gota de glébulos rojos lavados de ovino al 0.5% y se dej6
incubando con la prucba.

Control negativo: En un pozo de la microplaca se colocé una gota
(0.025 ml) de PBS, mds una gota de loxina de C. pscudotuberculosis, mds
una gota de glébulos rojos de ovino lavados al 0.5% y se dej6 incubando con

la prueba.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

De los 118 sueros empleados para la realizacién de este estudio,
los resultados obtenidos muestran que los titulos mis altos en la prueba de
inhibicién de la hemélisis son en la dilucién 13 (D-13) con un titulo de
1:8,192 siendo esta el 35.593%, siguiéndole la dilucién 5 con un titulo de 1:32
con ¢l 15.264% y la dilucién 6 con un titulo de 1:64 con el 11.864% respecti-
vamente. Como se puede obscrvar los resultados se empezaron a detectar a
partir de la dilucién 1:8. También se aprecian que las diluciones 1 y 2 con
titulos de 1:2 y 1:4 respectivamente no hubo ningtin sucro positivo. Los titu-
los de anticucrpos obtenidos en esta prucba se pueden observar en el
cuadro y figura 1.

Cabe mencionar que la prucba se modifico usando microplacas,
microdilutores y solucién buffer (PBS) con pH de 6.4, ya que la prucba origi-
nal citada por Burrel (1980), se trabajé con tubos de ensaye, mayor cantidad
de volumen y solucion salina fisioldgica (SSF). La prueba funciond en forma
mds satisfacloria utilizando PBS que empleando la SSF como lo sefiala la
prucba original; Burrel, (1980 a) menciona que la exotoxina de C. pscudotu-
bereulosis tiene actividad hemolitica sobre eritrocitos de borrego cuando
reacciona bajo un pH 6 y actividad directa de hemaglutinacién cuando reac-
ciona en titulos altos de pH. Cualquier variacion en el pH puede originar
alteraciones en los resultados de esta prueba.

La mayor cantidad de sucros respondicron en forma positiva enla
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dilucién 1:8,192 un titulo alto si se considera que trabajos realizados por
otros investigadores utilizando esta misma prucba en infecciones experi-
mentales empicza a dar resultados (+) a partir de la dilucién 1:4, 1:8. Brown
(1985) en un ensayo con la prucba sinergistica de inhibicién de 1a hemdlisis
interpreta como respuesta seropositiva un titulo de 1:4.

Otro reporte hecho por Shigidi (1978) con 1a prucba de hemagluti-
nacién indirecta considera los litulos de 1:16 y mayores como una respuesta
positiva.

Burrell (1980 a) reporta un titulo de 1:32 como positivo en la prue-
ba de inhibicién de la hemdlisis en 10 de 12 cabras con infeccién experimen-
tal.

Una correlacién hecha por Holstad (1986 a) entre las pruebas de
inhibicién de la hemdlisis (HIT) y aglutinacidn bacterial (BAT) el titulo posi-
tivo fue estipulado como 0.6 y 2.1 respectivamente (expresado en logaritmo
decimal).

Morales (1991) realizd las prucbas de inhibicién de la hemdlisis y
aglutinacion lenta en tubo para evaluacién de una bacterina de C. pseudotu-
berculosis con una concentraciéon de 3 x 109 UFC/ml, aplicindola por via
subcutdnea en cuyes, obteniendo titulos de 3.3 (expresado en logaritmo de-
cimal).

El anilisis estadistico se realizé mediante la prucba de varianza y
la desviacion standart. Los resultados de estos se muestran en el cuadro 1.

Debido a los altos titulos obtenidos en la realizacién de la prucba
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se puede pensar en una hipétesis basada en que todos los sueros muestrea-
dos eran de animales adultos. Esto se puede verificar segiin reporta Holstad
(1986 b) que al realizar las prucbas de aglutinacion bacterial (BAT) e inhibi-
cién de la hemdlisis (HIT) en animales de rebadios infectados los titulos de
anticuerpos se incrementaron en los animales a los 6 afios de edad y la
mayor parte de crias poseen anticuerpos contra C. pscudotuberculosis
durante los primeros meses de vida y que tales anticuerpos estin ausentes
en animales a ta edad de 344 meses y esto pudicra sugerir el porque de estos
titulos.

Ademis de que los sueros trabajados fucron obtenidos al azar y no
pudo llevar a cabo un seguimicnto apropiado de los animales muestreados
ya que no se realizé la observacién cuando se abricron los animales y no se
alcanzé a revisar los ganglios linfdticos superficiales ¢ internos; por otro
lado debido a 1a falta de informacién por parte de la gente encargada de la
matanza y de que no se pudo observar a los animales desde los corrales
para determinar por cjemplo la presencia y localizacién de lesiones que nos
permitieran en un momento dado correlacionar con mayor exactitud los
resultados obtenidos en esta prucba.

Sin embargo, la prueba es promisoria y puede ser provechosa
debido al modo de trabajar on el campo ya que os fdcil de realizar, ripiday

econdmica para ¢l diagnéstico de L C en México.
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CUADRO 1. TITULOS DE ANTICUERPOS EN LA PRUEBA DE INHIBICION DE
LA HEMOLISIS USANDO SUERQS DE OVINOS OBTENIDOS DEL RASTRO
FRIGORIFICO DE FERRERIA,

DILUCIONES  |No. DE SUEROS|PORCENTAJE (%)
D-1 1:2 0 0
D-2 14 0 0
D-3 1: 8 2 1.695
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 n 9.322
D-8 1: 256 4 3.390
D-9 1: 512 3 2542
D-10 1: 1024 1 0.847
D-11 1: 2048 n 9.322
D-12 1: 409 2 1.695
D-13 1: 8192 42 35,593
D-14 1: 16384 1 0847

TOTAL 118 100.000
PROMEDIO 8 7
VALOR MAXIMO 18 100
VALOR MINIMO 0 0
DESVIACION STANDAR 10848 9193
VARIANZA 117673 84511




PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMOLISIS
EN SUEROS DE OVINOS PARA EL DIAGNOSTICO
DE LINFADENITIS CASEOSA

No. DE SUEROS

Dﬂm%m =

D1 D2 03 D4 0S D6 07 D8 DY DIC D11 D12D13 014
D- DILUCIONES
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CONCLUSIONES.

1) La prueba de inhibicién de la hemé6lisis es fdcil de realizar y puede ser

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

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

resultados positivos en la dilucién 1:8192.

3.-) Se recomienda la realizacién de esta prucba 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 prucba.

4.-) De esta manera s¢ puede llevar un control del rebafio para evitar la dise-

minacién a otros animales y por lo tanto una baja produccién.
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