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La Linfadenitis «"Ca‘s_eosa, enfermedad qkue‘ se'.’presenta en
pequ.e’ﬂos’ rumiantes, puedé ser incluida”énf el qrupo‘dé'enférmeda;ies
que presentan dlflcultad para ser dlaqnostlcadas "'.in v.i{ro” »
Generalmente' se trata de un proceso de bajos indices de mortalidadn
Y que qlinicamente‘evoluciona. asrintomatbicamente,] sin embargo, ‘es
‘iﬁportante al relacionéfse ésta 'con:"ia‘ reglaméntacibn" téc‘nico-’ k
sanitaria del comercio de- canales Y debe considerarse que el 90% de:
los diagnbsticos de esta enfermedad corresponden a hallazgos post-
mortem. (Brogden y col.,v 1984-A; Gilmour, 1990, prdsay y-col.,‘,

©-1991; ‘Lloyd y col,, 1990, Menzies y col., 1989)

El presente trabajo fue dlseﬁado con el objeto de emplear lay_
prueba de Aglutinacion en portaobjeto para la identificaclbn de

b"(.’orynebacterium pseudotubexculosw (ovxs), considerando que hasta\‘

'.la fecha el alslaniento de 1a bacteria a partir de lesiones que,'";.- g

, oriqina en animales infectados, es determinante para el diaqnéstico

’ defimtivo dela enfermedad.

1




"_L'a evaluacion de la prueba de aglutinacién se realizo'

empleando un. antxsuero obtemdo de conejos il’lOCUlddOS prev.lamentt.

_con antigeno de Corynebactenum pseudotuberculosm mas adyuvante

completo de Freund, con: un titulo de 3 6 logm, y utlllzando el

mismo antigeno y diferentes cepas de Corynebacter.ium pseudotu-

p_e_rculosis. Se trabajaron también pruebas de aglutinacmn con el_~

"mis‘x‘n‘o antlsuero s cepas de Staphylococcus y Streptococcus,‘ :

A bdcterias plogenas que es posible aislarlas a partir de’ proceso& '

abscedativos.

De f‘acuerdo a los reéiiltados-'obtenidos se "'coricluy’e qu‘é"l"a

‘prueba puede ‘ser promisoria para la identificacién réplda de';“

- Corynebactenum pseudotuberculosw a partir de cultivos _puros, Los-

tros microorganismos piégenos empleados también en la prueba no -

i dieron reaccién cruzada con el antigeno,

12
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EVALUACION DE LA PRUEBA DE AGLUTINACION EN
PORTAOBJETO PARA LA IDENTIFICACION RAPIDA DE

Corynebacterium guudotuborculoaia‘
'INTRODUCCION

La Linfadenitis Caseosa (LC) o Pseudotuberculosis,~ es . un

padecimiento crénico con una amplia ocurrencia -en ovinos 'y
caprinos, caracterizada por . provocar lesiones purulentas con

' aspecto caseoso en los nodos linfaticos y o6rganos internos, cuando

el problema se generaliza; es d'éte‘ctéd;a" generalmente durante la

inspeccidén 's‘anitaria post-mortém _eh -los rastros. (B:own' y col,;

»1587: Gonzélez y col., 1989; Redbndo y col., 1988) o

‘El _agenté' ‘etiolégico de la Linfadenitis Caseosa es

Corynebacterium ‘pséudotuberéulosis. bacteria Gram (+) pleomérfica;

mide de 1-2 pm. de longitud; en el aislamiento primario a p’ar‘t_:i“_r ‘de'k
las ies‘vioxvzes',' el crecimiento es escaso; pero en la resiembra es
iunifoxmvei y abundante; crece en agar sangre a 37°C, produciéndo (3? ‘
hémolisis después de 48 hrs. de incubacitm, y también puede
aesarrollarsé en agar sangre con tel.lur':ito dg potasi‘o, en el Cuadro‘ .

l-podemos ver algunas de sus propiedades"bi‘o:‘zuimicas‘.‘ (E‘avier' y‘

col., 1990; Gavm y col., 1992, Garcia, 1980; Lloyd y col,, 1990,

- Ocampo, 1991; Redondo Yy col., 1988)
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“CUADRO 1

PROPIEDADES BIOQUIMICAS DE
Corynebacterium pseudotuberculosis -
CARACTERISTICA LECTURA .
‘Hemolisis B
Prqduccibn“de'Catalasa . +
Hidrélisis de Caseina | -
Granulos Meta¢:ométiéos_ ¥
Acido a partir de _Gl_l;coSa : =S
“hcido a partir de Lactosa q
Acido a partix ';_ie._Mé_ltqs.a. +
Acido a partir de Tré_halosa'v : -
Hidrolisis Almidon
Reduccién de Nitratos | d
Produccién de Utgésay :

15

8%, %0, 53, €3, M)

o .Ba‘séndose“ en el contenido lipidico de la p'ar'e’d, <‘:e'1l‘1‘1ar,"_ el,‘;‘, )
e V_'q“ézme}:b_ Corynebacterium frecuentemente se -agrupa con’ 165 ‘géneros
'chbacterium, ! Nocardia vy Rhodoéoccps para fo_rmar.- un‘ grﬁpd
denominado » _CM‘NR,F debido "a:. que ‘los 4  géneros tiéneh “'pa‘x‘redes
celulares riéas en qompléjos ‘lipidicos éiini’lar_es; La pr'in?:'ipalf
car‘acteristica,de es0s lipi’dbs es la_pres’exbicikaj de un’ écidq graso

llamado écido.micblico. las pareéeé-celulérestde’ este grupo tienen -



bycombinaciones de - enlaces especificos vy ‘un péptido en‘ comtin

conteniendo meso—a-diaminopimélico (DAP), - &cido glutémico-alanina.‘.‘

Co:ynebacterlum gAgudotuberculosis en especial incorpora en su‘

- pared-celular “acido corinemicéllco y écidokcoglnemicplénico, atn

cuando estos compuestos no confieren la propiedad de 4cido

resistencia, si esténj ‘re1ac1onados con la. cépacldad de -

sobrevivencia de esta bacteria dentro de;laé células hospedadoras,

por lo que la virulencia de una céba'eh particular se relaciona con

la cantidad de lipidos en‘su:pated celular. (Batey, 1986; Ocampo,
1991; Pépin y col., 1987) TR S

Muckle (1983)‘obtuvo-lps'iipidos de la‘pared‘celulaflde 25

i cepas de‘Cb;yhébacterium bséudofhberculbsis, utilizando clor0£6rmo—

| metanbl, y cada una dé :163 ‘exttécCLOnes de ~esas 25“cépas“fﬁe
inoculada en diferentes grupos de ratones. ‘La- cepa \COn‘ mayof_'

v ‘cnntldad de 11pidos produjo una mayor cantldad de absceaos, en ‘este -

‘contenido lipidico exlste también un factor piogénico termoestableilu’ |
que 1nduce la formacion de lesiones caseosas y purulentas; y un'_;

- 1lipido de superficie con actividad leucqtéxica. El :actor-pioqénicaa

es una substancia adicional existente, .que contribuye a la

formacién de lesiones locales. La capa.deflipidd superficial que el
microorganismoﬂposee, ha:sido\propqestatcomo el principal factor

degenerAtivo‘que le imparte‘iésistgncla contra enzimas lisosomalés,

16



permitiéndole sobrevivir y multiplicarse, destruyendo las células -
del hospedador, : después de  haber  evadido los mecanismos

intracelulares destructivos y degradativos de los :macréfaqos.

. Burrel (1978) determiné que hay una correlacibn‘positiﬁa entre el

~contenido lipidico de la pared celular y la habilidad para producir,

lesiones. (Batey, 1986,‘,Burrel, ‘19?8, »Hsu, 1984: Muckle y col.,
1983) TR

T

: La bacteria es productora de una potente exotoxina, es‘una

‘EOSfolipasa D, que tiene efectos vasogénicos. sus,célulasvblénco

son 'las células‘ endoteliales,_ esta toxina -actua a nivel de flé

: esfingomie;iﬁa, que forma Qﬁafte_-de“la pared de revestimiento

interno de los vhsosfaahqaineos, lavchai}a¥ ser disbciada'causa

' desorgahizécibn de. la'hémbrana y'lisisjcelular; eéta toxina tiéné*

un efecto facilitador de la dlspersién de la bacteria. Generalmente

1 1a via de entrada de 1a enfermedad es por heridas en piel, e

. 1 infecta posteriormente los nodos linféticos, laa lesiones inxciales/
‘sanan rapidamente, pero siguen desarrollandose lentamente durante %
“;varios meses, en los cuales los abscesos pueden crecer hasta 7 cr:t.’*“*""‘j ‘1

‘t'Ehf caprinos 103, nodos: . mas afectados son{ parotideos,‘

submaxilares y preeScapulares; en un principio a la 1nspecc16n son

o movibles y. poco visibles, algunos provocan irrltacibn, causando que

el an1mal se restrieque y se rompan, liberando exudado purulento de~

. 1-’. .




aspecto . cremoso, después - de -lo -cual la lesidn tiene una

recuperacién rapida. En ovinos, en donde la via de entrada'son.laSi“'

fhéridas producidas en la esquila, los nodos mas - frecuentemente
aféctados “son ‘los precrurales,  siguiéndoles ‘el mediastinicb,
bronquial, submaxilar y mesenﬁéricos, diseminandose a visceras,_io
cual también ocurre en caprinos Se ObseEVa principalmehte en
animales viejos 'y es detectada a la lﬂSpECClén de - la canal al

.localizar abscesos, sobre ‘todo: en pulménL nodos submaxilares y

,xmesentéricos.'(Gonzélez y col.;'1989i Hsu, 1984;‘L1ndsay y col,,

‘1991, Lloyd y col., 1990; deleton y col., 1991; Nakamura y col.,

1981; Navarrete, 1988; Schreuder, 1990)

Una vez que Corynebéciétiﬁm 'pwéudotuberchlosis Supera lés

'barreras primarias del hospedeto, induce la formacién de un absceso‘

en; el sitio de entrada, los leucocitos, especialmente neutréfilos,

- acumulan- a;redndor_ entre_ las - bacterias; los fibrocitos y"
_Capilares se forman COnstituyenAO ﬁna'paged‘en‘la pe;iferia_de }@

infeccién; de este mbdo; los factores  bacterianos lleQah a cabo sus. 
Ffefectos en forma lenta pero continua, destruyen a los 1eucocitos y' 

- tejido involucrado, constituyéndose asi la lesién caracterlstica de»,‘ ‘

Linfadenitis Caseosa, un absceso caseoso encapsulado. (Brown y

col,, 1987. Ellis, 1983;. Gillespie y col., 1983; Hsu y col., 1985)
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La ’bacteria no detenida por la cépsula del absceso, invade los

capilares y forma colonias que 'secretan mas metabolitos, los cuales o

‘facilitan la dispersion bacteriana y la oclusién capilar; la

isquemia resultante y las substancias b‘act'eria'nas‘ matan a las

células de la pared interna de tejido cdnectivo de la cépsula,

adiéioaando una nueva capa de 'matér»ial necrético, de esta manera,

. nuevo tejido conectivo prolifera- para reforzar la pared. Por medio

" de este proceso repetitivo, se. adicionan sucesivas capas a la masa‘

necrética, forméndoae el tipico aapecto laminar de los abscesps;

Cabe senaylar, “que miehtra's'qnei 'é'l.'lipido superﬂcial citotdxicd* ea

el principal factor pioqenico, la exotoxina ea mﬂs bien un factor ‘
_de diseminacién bacteriana, al aumentar la pemeabilidad vascular. B
~(Camezon‘y col., 1970}-Hard, 1975; . J_ubb y col., 1982;_ Huckig Y.
col., 1983) B e

: Ea interesante el hecho de que la exotoxim propicie la“v_"" '
wfomacibn de abscesos, pero no evite la diseminacibn bacteriana con v
T el encapaulamiento de los mismos: asimismo, es de notarse también‘ :

’_ que-los linfocitos involucrados en el proceso, y que por’ aupuesto‘,.
:no son células con actividad fagocitica, no. sufran los efectos i
citotéxicos del lipido de superficie. La actividad faqocitica‘_" S

permite que 1a bacteria ‘sea transportada viable haata los nodos.‘” =

.linféticos regionales desde el sitio inicial de inoculacibm ya’ en :

19




los nodos el proceso se repite, abscedandose éstos y diseminando la

bacteria por via ‘linfatica 'y sanguinea a todo el organismo,

- Ocasionalmente los animales se recuperan de la inféccién cuténea y -

no presentan abscesos, pero una vez localizada la infeccién ‘en

nodos linfaticos, su curso es inevitablemente crénico y de carécter

insidioso, (Brogden .y‘c‘ol., 1984-A; Brogden y col.; 1984-B; ‘Ellis,
1983. Garcla y col., 1980, Hard, 1970, Jubb y col. i 1982. Huﬂkle y

col,, 1983; Renshaw y col., 1979; Tashjian y col,, 1983)

"o La Linfadenitis Caseosa. qeneralmente tiene ‘una eyoluciSni‘
Subclinica y lenta, los anlmales ‘se muestran afebrlles,‘con'bhén §
apetitok‘los siénps clinicqs-sugestivos de esta enfermedad bééau f;“
desapercibidos, ~exiaten : diféréas .pruebas  para k detectar la .
'Linfadenitis Caseosa, péro ‘lé mayorfa presentan defiéiencias eh:

‘cuanto a su capacidad para diagnosticar la; enfermedad subclinica.‘
la finalidad de estas ptuebas, es el diagnbstico de manera rapida Yy

- eflcaz para promover el control y erradicacibn de la enfermedad,fde

'Lal modo que en una poblacién sea. posible detectar animales

~enfermos sin lesiones aparentes. (Brown y col., 1987; Chikamatsu y -

‘ col. L 1989; Bllls, 1983, Menzies y col,, 1989)

: Las‘actlvidadesfhemOILticés y,bemagiutinahtes_de la exotoxina

de Corynebacterium pseudotuberculosis se han considerado para el




.desairollo de pruebas dIagnésticas como  son: Inhibicién de la

:Antihemolisma, Prueba de Inhibicién de la Hemélisis en Gel, Prueba |
"~ de Proteccién al Ratén, Hemaqlutinacién -Indirecta Y Directa, B
‘Inmunddifusibn y Prueba de Inhibicién de la Aglutinacién Directa-’"'

“con eritrocitos lisados. (Burrel, 1980-A; Burrel, 1980-B; Burrel,

1979)

" Debido a vqué' Corynebacterium pseudotuberculosls, es un
‘microorganismo facultativo intracelular, se espera el desarrollo de .
i una respuesta inmune de tipo celular. El citoplasma y pared celular
: ‘contienen pequeﬁas cantidades -Qef exotoxina, mientras vlos?}b

‘anticuetpos contra 1a exotoxina se forman, se desauolla una

: reaccibn de hipersensibilidad tipo III (Arthus) con trombosis,?__v.
rinfartacibn e invasibn neutrbtila, la cual es 11tica para células
' endoteliales “in vltro" La - prueba dérmica (Linfadanizacibn) :
resulta ser \itil para la evaluacién de la- respuesta inmunolbqica en"_ . .
"v'casos experimentales o de campo en animales en los cuales la'*“"
".evaluacién serolégir'a es imparc;al. Sin embarqo, leofilizando el
reactivo de la p:ueba dérmica, se deberia haber: destruido toda_‘
activldad de la exotoxina; incrementando ‘asi la especificidad de la '
prueba para’ la inmunidad mediada por células para ;‘mebactemum \ :

'pseudotuberculos.rs, 1a 1ectura de’ los resultados se realiza a 1as'

o

1980-C; Cameron y col., 1970; Chikamatsu y col., 1989. Shigidi,"




24, 48y 72 hrs. La reaccién alérgica evaluada por la Prueba de

‘Linfadenizacién en-un intervalo de 6 semanas, mostré el valor mas

alto é’htre la 4a, y 6a. semana post-infeccién y después ;iiSthihuyb b

lentamente, géneralmente seqguida del nivel de anticuerpos, Un

tercio - de los caprinos infectados perdid - los titulos de la

antitoxina y la i:éaccibn alergénica entre la 9a., 'y 10a, semana,b

temendo una autocura. Se observé una disminucién gradual hasta U .

total desaparicion del titulo de antlt.oxinas y sensibllxzacion
alerqénica en algunos caprinos con abscesos en- nodos linféticos que

“no ulceraron aﬁn _habiendo Cozjynebact_enum pseudotuberculos.zs viaple

‘en la lesitn, (Brown y col,, 1986-A; Brown y col., 1987; Burrel,

1980-A;. Langenegger y col,, _19_86,".Ti'zard‘, 1985)

La prueba de protecc:.én al raLén dio resultados promeLedores

en- el dlagnéstlco de Llnfadenitis Caseosa; asta prueba neutraliza

dosis letales mixumas de . . toxi na de COrznebacCer.xu 0

pseudotuberculosis por antlcuerpos especificos en 1 ml. de‘ suero .

ovmo‘ 1nfectado,~ capaz' de proteger a los ratones contra la: toxina

1eta1»~de Corybebacterium pseudbtuberculosis, mientras que el. suero -

de ovinos sanos esta carente de tales antic‘uerpos‘ y.da resUltadbs‘ R
neqativoe, el periodo de’ ﬂspera para la evaluacxén de asta prueba \
es de'l a 4 dias, Abdel Hamid - (1975) trabajé con’un rebaﬁo do 68 : ‘

" ‘ovinos, de’ lo.s Lualles 13 estaban sanoa‘y 55 mfectados, colectd




muestras sanguiheas, separando el suero bajo condiciones asépticas,

y manteniéndolo abajo del punto de congelacién sin preservativos y |

'usandolo unos dias después al inyectarlo por via intrapeiito‘neal‘e'n .

dosis de 0,25, 0.5'y 1 ml. a varios grupos de ratones (constituidos

‘ por’ 3 ratones cada uno), después de 6 horas se les aplicaron. 2

_'dosis - letales minimas -~ de toxina de Corynebacten‘um ‘

; pseudotuberculosis, existiendo un grupo control, los ratones
‘murieron en un- periodo de 4 dlas, pzincipalmente en las: primeras 24 -
horas, demostrando que esta pmeba es una buena herramienta para:

| ‘detectar Linfadenitis Caseosa en ovinos que no mueatren lesiones

~externas. (Abdel—llamid, 1975; Brogden y col., 1990; Cameron y col.,

1984)

La base de la Prueba de la Inhibicibn de .la Hemblisis es-la.
inhibicién, por un suero hiperinmune, de la actividad hemolitica de.

"1a exotoxina de ' Corynebacterium pseudotuberculoszs, . para
eritrocitos ovinos, después de ser incubada: toda la noche. ‘Cuandof; ‘
.la pruaba fue realizada en sueros de ovinos, que. habian sido
vvacunados .con células . y  exotoxina de Corgnebacteriu‘

‘ pseudotuberculosis, la titulacién promedio incremento, mientras que“ ,

‘en  ovinos vacunados solamente con células de Cotznebacterium‘ "

pseudotube:culos;s el titulo ' promedioc pemanecm bajo. la

‘antitoxina también fue detectada en algunos corderos amamantados -
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por ovejas que tuvieron titulos altos, {Burrel, 1980-B; Ellis y
col., 1990; Holstad y col., 1968; Kuria y col., 1989) ‘

Segﬂnv Kuria y Holstad (1986) la Prueba de Inhibicién de la
Hemélisis es una prueba sensitiva, facil 'de lihterpretar, puede

realizarse la lectura después de 8 a 22 hrs., que se correlaciona

bien con la infeccién existente en cabras. La Prueba de ,ELISA -

también, y da resultados compa:ables con log de 1a Inhibicién de la

Hemdlisis. La prueba de ELISA :h'a : si‘dd "éﬁ:pllamente Templeada con
resultados satistactotios por varlos autotes, Laak y cols (19"9'1).

reportan que desde sept:iembre de 1988 han estado usando esta prueba

»en Holanda y les ha resultado apropiada para el controlde 1a,
enfermedad y han podido declarat a varios rebanos libres de,
"‘Lintadenitis Caseosa. (Buzrel, 1980-1&, Bun:el, 1980-}3; ‘El‘llls Yy
o Eﬁlf., 1990; Holstad Yy col. - 1908} Kuria y col., 1§89; I‘_J_a'rsen‘y

colyy 1988; Lund y col., 1982-&, Lund y. col., 1982-8) i

" Una* prueba de aglutinacién bacteriana utilizando un antiqeno“ =
sonicado de pared celular extraido con éter-pettoleo, f}ié' E
Cdesarrollada para . detectar anticuetpos conc:a orgnebacteriuml_. S

. p'seudotubetculosis, _por Augustine en - 1966, : esta ptueba er

conjuncién con’ estudms hacteriolégxcos y setoléqicos fue empleada

para observat_ la prevalencia de Linfadenitis Caseosa . en una

Y




poblacién de - ovinos, Este estudio sugiere ~que  la pq:ueba“
serodiagnostica de aglutinacién bactériana pueda’ ser util como una: ‘
prueba ihmunolbgica “in vitro” para la Linfadenitis Caseosa ovina.

(Rugustine, 1986; Brogden y col., 1984-B; Cameron y col., 1972;

Cameron y col., 1973; Holstad y col., 1988; Lund y col., 1982-A;
Morales, 1992; Shigidi, 1979)

Shigidi (1979)  realizé la .co'kmparacién’ ‘de cinco pruebas
serélégicas' Rglutinacién en 'Tubo, ~'Fij'aci'6n de " Complemento, -
Difusién en Gel, Inhibicién de la Antihemollsma y Hemoaglutinacién

“'Indirecta para el diagnéstico de la infeccién experimental de

.Corynebacterwm pseudotuberculosis observando que ninguna de kestas' ‘

’ pruebas es. 100% confiab_lg. En un gvrvl'ipo de ‘12 ovi.nos ‘in‘fe‘(:taydp'sf“k‘
experimentalmente, la pruéba de chlutinécién en Tubo fue de valor
‘ ' para l_a‘ deteccibn de _a‘r_xticuerpo'sv eht;fé la " 3a. ' y ‘18”a.*‘sext'1a‘nya's; '

‘después de la infeccién; .después de la 8a, semana no fueron

" detectados anticuerpos por la prueba de Fijya:c‘ién,del Complemento y

- con la .prueba de Difusién ' en . Gel _ocurrieron reacéibnés‘ no
especificas. La Prueba de la Inhibicién de la Antihémdlisina_"

g detecté antitoxina 9 semanas posterior ‘a la infeccién, y la que;' '

resultb ser mas confiable y en donde los nlveles de anticuerpos de

la antitoxina fueron detectados dgspués ~de periodos més largos que -

en otras pruebas, 27 semanas después de la infeccién, ‘fue la de



Hemoaglutinacién Indirecta, lo que indica que es de mayor valor en

la deteccion de rebafios infectados varios meses antes. (Shigidi,

1979)

Ellis y colaboradores (1990), usaron las pruebas de ELISA e

Inhibicién de la *Hemblisis para defectar los énticuerpos en €l

suero de 33 ovinos adultos infectados natuzalmente con Linfadenitisg

Caseosa. La prueba de ELISA empleando pared celular, detectd

anticuerpos en 96,9% de los ovinos con lesiones a’ la necropsia,'y

ELISA utilizando exotoxina los detecto en el 84.8% de los ovinos

positivos; pero ambas pruebas con un alto numero de aparentemente

falsos positivos, ya que al revisar los resultados con la Prueba de'
o Densidad éptica los valores fIUCtuaron entre 64. 7% y 49,2%
respectivamente. Similarmente. no hubo una relacién significativaﬂf 
“entre los titulos de antlcuerpos antitoxina como_en. 1os titulos: de '

" la Prueba de Inhibicibn de la Hemblisis y la ‘extensién de la‘

| enfermedad, las pruebas ‘ que : usaron antlgeno czudo ’de,» 3%

_Corynebactetium pseudotuberculosis, son’ de utilidad cuestionable en '

' ‘el campo, donde la infeccibn por esta-bacteria es enzootica en la’-
‘:f poblacibn ovina y estos resultados sugieren que los anticuerpos que‘“w‘” 

' «reaccionan con los componentes de COrgnebacterium o

pseudotuberculosis, podrian tener poco impacto’ en’ la.recuperacLbn\"

del huésped. (Burrel, 1980-A; Burrel, 1980-B; Ellis y col., 1990;

T




Holstad'y col., 1988; Kuria y col., 1989; Larsen y col., 1988, Lund :
ycol., 1982-A; Lund y col., 1982-B) -

' Varios factoreb pueden contribulr a la aparente falta de
especificidad de la prueba de ELISA, y de otras pruebas, cuando se

" aplican ‘para el dxagnéstico de la infeccxén de c.ozznebacterwm'_

pseudotuberculos1s en animales como pueden ser. la edad, el esta‘do

mmunolbgico del animal, la ruta y el tiempo de exposicién, el‘
‘lntezvalo entre la exposicmn y al analism serolbgico, algunas‘ o

pruebas emplean antigenos complejos y mal definidos. (Ellis y coli, !

1990}

La prucba de Inhibicién Sinérgica de la Hemolisis, es una
Vb:rueba serolégica que : detecta anticuerpos formados contra ,l‘lak

¢=x’otox1na de Corynebacterwm« pseudotuberculosis. Originalmente

,ideada para el diagnéstlco de la mfeccibn de Corxnebacteuum,‘, ‘

X pseudotuberculosw en caballos, estd siendo aplicada en caprinos. .
: T.E_ expenmentos preliminares ha tenido uvn‘ alto grado de"‘ . :.

.’,,"sensibllidad y especificxdad para la deteccién de Linfadenitlbf‘

Caseosa, resultando un conflable mdi:.ador de la infeccién actlva.

. (Brown'y col., (1985; Brown‘y col .y 1986-1\, .Brown y col.; -1986-8)
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Langénegget y colabotadores en 1991, realizaron la titulacién

~de anticuerpos con la Prueba -de la Inhibicién de: la Hemdlisis

Sinérgica, fueron detectados a la 3a., semana y se ‘elevaron en la

_ 7a. semana posterior a la infeccién. En un tercio de los animales

muestreados. las ant:itéxinas ’persistieron hasta la semana 29; en
otro, no’ pudieron ser detectadas después de las 12a, a 24a.; y en
el otro tercio entre la Sa., y 8a. semana post infeccién. Tres de
los animales no mostraron anticuerpos en ninguna fase de la

-~infecci6n. - (Langenegger y col., 1991)

La Prueba de microagmtina'cibn' utiliza cultivos . de

Corygebactetium pseudotuberculosis en. un caldo conteniendo 0.003% -

de Clorurp de Tri-fenol tetra-fzolium, a la vez que el antigeno.,y

fue empleada por Brogden' y 'c:oi;) (1990);- al 'estudiar el éfécto T

inmunbgeno del dipeptido muramyl en la vacunacion con . célulaa

‘ completas de Corynebacterium pseudotubercu.losis. (B_roqden y .col.,

' 1990; Menzies y col., 1999)

Algunas pruebas serolbgicas empleadas para el diagnéstico de "

Linfadenitis Caseosa se basan en la deteccién de antitoxinas (ver‘.’

| Cuadro 2) ;
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CUADRO 2
W‘
PRUEBAS DE DIAGNOSTICO PARA LINFADENITIS CASEOSA U‘I‘ILIZANDO

DIFERENTES ANTIGENOS

TOXINR TORRED
BACTERTANO

PROTECCION AL RATON : X
: (1,9, 21)
- INMUNODI FUSION _ ) X X
{5, 17, 23,50, 66, 69) S : :
INMUNOFLUORESCENCIA = - ‘ X
2 R ;
AGLUTINACION o : X
14 8, 19, 20, 40, Bd, 56; 92,:16) , :
MICRORGLUTINACION K X
. 49, 86) . .

INHIBICION DE U\ HEHOLISIS : X
(15, :16, 2T, 40, 45, 56, 54, bS5} . ‘ B
HEHOAGLUTINACION INDIRECTA X

: © (B0, 75, 16) X
ELISA : X1 X
23, 27,42, 48, 49, 51, 64, 66, 67, 69, 76, 19) : :
INHIBICIEN SINERGISTICA DE LA KEMOLISIS X
, {10, 11, 12, 47, 67) . . '
INHIBICION DE LA R-HEMOLISIS ] X
{29, 60, 6H) )

INHIBICION DE LA P.NTIHBHOLISINA R ¢
167, 16)

Algunos 1nvestigadores reportan que los. ratone:, Y ovinoa

,vpueden ser inmunizados efectivamente contra la infeccién de

Corynebacter.ium >gseudotuberculosis, con ‘el uso de’ vacunas de

cultivos completos  de Corynebacterwm pseudotuberculosw' B ‘

mactwados con formalma y prec1pitados de aluminio; sin _embarga,- -

la -inmunidad asi obtenida no fue .abso].uta, y no puede  ser
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acrecentada por el uso de adyuvantes. Durante estos estudios se

obseivo, sinb embargo que, en ovinds, una- capsula que sé formaba
répidamentebalrededor de la vacuna ihyectada, posiblemente‘ impide
la absorcién efectiva y elaboracién de antigeno. Por iot:_ra‘ parté}"lé ‘

elabo'raciéngdvev antigeno y la produccién de anticuerpos en los nodos’

lﬂ.infético’s es un evento importante en la respuesta inmune de los

ovinos - al - Corynebacterium 'pseudotubefcu.loéis, (Cameron- y col.,

1984)

La 'adiéién de. un "édyuvante, “como el Adyuvante: Incompleto y 
Completo de Freund o el Hidréxido de Aluminio, puede permitir el‘

"~ uso . de . dosis menores de ' i.nmunégeno El Dipeptido Mu‘ramyl

(componente de Mycobacterias) ,estimula el sistema ‘retiéulo

endotelial y posee actividad adyuvante sin los efectos indeseables‘

_del Adyuvante Complet:o de Freund. Esta combinacibn no solo mantiene- o "

la proteccién, sino t:ambién controla la reaccibn 1nt‘1amatoria en el

..sitio de inyeccibn. (Brogden y col.. 1990)
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluacién de la prueba de aglutinaclon en portaobjeto para ‘la

rapida identificacién de Corynebacterium pseudotuberculosis.

1) Obtencién de un antisuero especifico a partir de la imoculacién -

‘de conejos con antigeno de COIynebacterium pseudotuberculosis,

z)fTitulacion de los suérbs 6btéﬁid65 de los conejos médiantella

~ prueba de aglutinacibh‘1entéfen tub§}

ﬂ)" Aislamiento - e identificacién bioqulmicé ;:de“»cépaé' dé

'Corynebacterium pseudotuberculosis a: partir de muestras de campo yf 

" de rastro, para la elaboraciOn de la: prueba de aglutinacién répldav

" en portaobjeto, empleando el antisuero y las cepas obtenidas.

4) Deteécién de reaCciohes cruzadas entre orznebacter um“.g: ;‘Q

v'pseudotuberculosis y otras bacterias piégenas como ‘taghzlococcu N

spp. y treetococcu spp.

Co2




MATERIAL Y METODO
MATERIAL
1 bnnuc:én DEL ANTISURRO

- Antigeno de Co:ynebacterium pseudotuberculoéis,'elaboradovén‘lé ‘

k Seccién de Hicrobiologia de Campo 4, de ‘la FBSfCuatitiah, de’
acuerdo a Garcia y Ocampo (1991),7  .7 "

- 1 Jaula grande para conejos.

4 conejos hembra de 6 meses. de edad._

- Alimento concenttado para conejos.

Jerinqas desechables de 3 ml.. con angas calibre 21,

R Punzocats azul o verde

Tubos de ensaye con tapbn de rosca (4)

Alcohol )

Etiquetas autoadheribles de 15 x 20 mm., para 1a identlficacibn
“de los tubos. ' ' '
1 Harcadores de tlnta permanente.

J'v— Centrifuga, =

R Refrige:ador»paraualmacenar los antisueros.
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2) TITULACION DE LOS SUEROS

‘Tubos Durham.

1

éBS (SOIucién Salina Amortiguadora de Fosfatos).

Antigeno de Co:ynebacterium'gseudoﬁubetculosis.

1 Hic:opipeta.

Antisuero de los conejos para titula:;

E

1 Gradilla,

Jeringas insulinicas.

¥

-~ Estufa ﬁacteriolégica.'

3) Aux.muuro : :muurxcac:éu noouhuca Dl

__gzgggg_gg__g! gloudotubo:culogi sY PRUIIA o8 anmurxnncxéu
mm BN PORTAORJETO

los . conejos inoculados con el antigeno de  Corynebacterium

-”pseudotuberculosis._”“"

- Antigeno de Cocynebacterium pseudotuberculosis.

 - PBS (Solucibn Salina Amortiguadora de Fosfatos)
- suero normal de conejo. '
i Portaobjetos. :

- Caja de tondo obucuro y fuente de 11um1nac16n.

iv~ Jerinqas insulinicas desechables.
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4) DETECCION DE REACCIONES CRUZADAS

Portaobjetos.

Cepas de Corynebacterlnm pseudotuberculos;s, Staphyloroccus spp.

Stregtococcus spp. obtenldas en’ el laboratorio de Mlcroblologla.
1 Asa de inoculac16n.}'; it : o
Antlsuero. v

Caja de fondo obscuro con fuente de ilumlnacibn. :



METODO

1) OBTENCION DEL ANTISUERO |

El antigeno fue elaborado anteriormente en la SecciOn de -

'Microbiologia de Campo 4, de la E‘ES-Cuatitlan, de acuerdo a Garcia: :

Y 0campo (1991); 8u obtencién fue de la siguiente manera: -

Primero‘ ,se"‘ réalizo % unl cultivo ~de dorx‘ nebacterium

pseudotuberculosis en Aqar Sangze pO!‘ 36~ 40 hrs., ‘se ‘pasd a‘ im

"medio BHI liquido, complementado con Tween 80 al 1%, se 1ncub6 a

371°C por 48 hrs i se lavo 3 veces ‘con PBS. (Ph 'K 2) fomol al 3% y

: Tween 80 al 1%, se tomo el sobrenadante y se ajusto nuevament:e con.’\
CPBS (Ph 7.2), 1% de Tween 80, 0. 2! de fomol y se ajusts a unaf'

8 transmitancia del 80% .

Se ut:ilizaron 4 conejos de 1la  raza Nueva \Zelanda,”"de‘

. aproximadamente 2 Kg.. 1os cuales tueron marcados con 105 mimeros R

1, 2,3 y 4, Para la obtencién del antisuero se 1nocu1aron los

éonejos 2, 3, y 4 con’ 0 5 ml ‘con un antigeno completo de'v,_‘.“_-r

h Corynebacterium pseudotuberculosis con Adyuvam:e Completo de E‘reund‘\j

- . en propoxcién de-1:1, por via subcutanea y se. dejo el conejo nﬁmero ;-’

1 sin inocular, el cual- quedo como. control neqativo. )
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El calendario utilizado para la inhunizacibn se muestra en el

Cuadro 3.

CUADRO 3

CALENDARIO DE INNUNIZACIOH

CONEJOS

SEMANA | DA | VIA | -1 = N P EER | BRI
© | CONTROL |~ (%) | (*) . "~ (*)

1 | sc| o | 05 | o5 0.5
0] 0.5 |05 ] 0.5
15 | sc | o ] 05 | 05 0.5
— T
0

22 | scC 0,6 | 0.5 | 0.5
29 | sc 0,5 0.5 | 0.5

e fwls e

SC.~ Subcuténea -

(*) 0.5 ml del aﬁtigenq de Corynebacterium pseudbtuberculosis,con

Adyuvante Cbﬁple;b de Freund en proporcién de 1:1,

‘A cada uno de los”conejos'se ies extrajo de 2 a 3 ml de sangre

: cada‘seména, a partir de la pfimefa semana post-inoculaciéﬁ, hasta

‘terminar con 5 sangrados.

¥



La ‘sangre extraida se colectd en tubos  de enéaye,

~ posteriormente se centrifugo a 2500 r.p.m,/15 minutos paia obteher
. el suero, y posteriormente se almaceho en viales estériles, previa-

‘mente identificados (fecha y nimero de conejo), y se congelaron a

0°C, hasta su utilizacién,

2) TITULACION DB LOS SUEROS

k ~ Los sueros de los Cbnejos fueron titula&oa mediante lé ptueba .
‘.de aglutinacibn lenta en tubo (modificado de Morilla 1986), la cual‘

. se describe a continuacibn.
1.- Previo a realizarrlé prueba, él antigeno y el suerdv56
‘ retiraron del refrigerador y se. expusieron a temperatura ambiente

: por 30 min.

2.- En cada’ nmestra se utilizaron 12 - tubos Durham, para la:

realizacibn de diluciones dobles.
3.~ Se ‘colocé 0.1 ml de PBS, a céda uno -de lds‘tubos'Duﬁhhh.'li

4. AL primer tubo de cada una de las muestras se le coloct o

b.l nl del suerova,titular con una jeringa insulinica.
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5.->Se homogeneiz6 el primer tubo y con una-micropipeta se

tomo 0.1 ml el cual se colocé en el tubo numero 2, se homogeneizé ‘

nuevamente, se volvié a tomar 0.1 ml y se paso a el tubo numero.3,
y asi sucesivamente hasta llegar al tubo numero 12 y el 0.1 ml

sobrante se desecho.

6.~ Se agrego ‘0 1 ml del antigeno de’ Cbrggebacterium :

pseudotuberculosis a cada uno de los ‘tubos Durham y se homogeneizo,

7‘- Se dejaron los controles, tubo A con 0.1 ml de PBS, tubo B

‘: con 0.1 ml. de suero a titular y tubo C con 0 1 ml de antiqeno de‘

,Corynebacterium pseudotuberculosis..-

8.- Los tubOSV se _incubaron av 37 °C, ‘en una estufé ‘

bacte:idléqica,.durante;qe hrs.

9;"LOS resultados se leyeron al término de las 48 hrs,

Al obtener los resultados se eligi6 el suero del conedo con

mayor titulo, para ser utilizado en la prueba.
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3) Arswizum E IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE

Corynebacterium pseudotuberculosis Y PRUEBA DE AGLUTINACION
S Wmu EN PORTAOBRJETO .

 AISLAMIENTO E mnm'xncacxéu BIOQUIMICA = DE ‘Cdm acterium
ploudotub-tculolic

ISe‘recolectarqn'muestras de abscesos de ovinos y caprinos en

" el Rastro de Ferreria y de casoé é}inicosfsospechosos-de‘L{C.

A partir de las muestras se rea1126 el alslamiento en agar-
‘ sangre e identificacién bioquimica de " todos . los microorganismos_,

plégenos presentes en las mismas, de acuerdo a Cowan-Steel (1974) y f 2

Carter (1985) .

PRUEBA DE AGLUTINACION RAPIDA EN PORTAOBJETO

Para poder realizar ‘ésta prueba, -se evaluaron préviaménﬁe"lqs"

siguientes'controles:
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'CONTROLES NEGATIVOS:

1 gota de PBS,

2.~ .03 ml. de antigeno de Corynebacterium pseudotuberculosis, mas

1 gota~dé suérO‘notmal de conejo.‘

- ;03 ml. de antigeno.deiéorynébactérium pseudotubercuiosis}

 CONTROL POBITIVO:

En otro portaobjeto se deposité una qota del antisuero y: otra'

.. gota. del antigeno de Cbrynebacterium pseudotubetculosxs,  sé3~”
“‘homogeneizaron ambas gotas, se observé al portaobjeto en la caJa de
‘ fondo obscuro ya los 2 min. se empezaron a fotmar pequenos grumos,1_

;interpreténdose el resultado, como posltivo a la aglutinacién.
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PRUEBA DE TITULACION

Es con la finalidad de detectar hasta que dilucién o titulo es

capaz el antisuero de reaccionar con el antigeno de Corznebacferidm‘,’ff

pseudotubettblosis, .colocdndose ' una . ‘gota ~del- mismo en. un

portacbjeto, al cual se lé adicioné una gota del antigeno de

Corynebacterium psetdotuberculosis.

4) DETECCION DE REACCIONES CRUZADAS

Se tomé'por separado una cqlonia_de Stéehzldtoccds spp. y otra de

Streptococcus spp., y con unafasa'definoculacién, se mezcléron_cénv>;ﬁ -

la gota del antisuerb‘en'un_péttaoﬁjeto{,,
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RESULTADOS

Se utilizaron 4 conejos marcados con los numeros 2, 3 y'4 {los
que se inocularon), y con el nimero 1 (conejo control). Los 4

conejos se ubicaron en la misma jaula,

Los'_rééultaGOS'jde 1a Atiiulacién de los sueros se pueden:
‘ obse;var‘en el Cuadr§_4kllosicuéleslgStén.expresados‘en diiucibneé
dobles Y. en lbqéritmb ‘décihgly- debidb’ a que en la ,revisibnp
“‘fbibliogtafica se especifica de ésta manera. (Hard, 1970;‘ﬁolstad,
1986; Holstad y col., lgééf'Kurié yvéol.,‘lgﬁg; Lar;enky_cé;”‘
. 1988; L'und y col., 1992—3}_ H_gniies”y‘coi.', ‘1989; _éépii; y‘*col’.; :
U | | R

Los resultados mueatran que los conejos presentan un- titulo de“
"1 :8 (0.9 logw), en la primer semana después de la. inoculaclén. En i'>
la sequnda semana los titulos alcanzados fueron de 1 8 (0 9 logwy .
'k’en 8l‘¢°"¢j° 2; de'1.64 (1.8 logi) en el conejo 3~ywde 1.16;(1.2 n :

" logi) en el conejd 4,

~En la ter¢ei semana los titulos fueron de 1:64 (1.8 logi) en &

" el.conejo 2; en el conejo 3 de 1:128 (2.1 log;:) y €n el conejo 4 de,

T 43



1:64 (1.8 logi). En esta semana se coinplet:aton' 3 inoculééionés a

‘cada conejo.

En la cuarta semax}a los conejos. tenian 4 'inoculaciones ‘cada

uno y sus titulos fueron de 1:128 (2.1 logw) en los conejos 2y 3,‘ .

y de 1:256 (2 4 logm) en el conejo 4. »

En la quinta semana ‘los conejos llevaban 5 inoculaciones cada

uno, y sus t:it:ulos f.ueron de 1 256 (2 4 1ogyo) conejo 2 1 4096 (3 6 -
" ogu) conejo Iyl 2049 (3 3 logm) en el conejo. 4 |

“En la qrafica No. 1, se observa la elevacién de los titulos

que presentaron los conejos inoculados y el control,

En la grafiéa No. 2, se observa en foma logaritmica el

promedio de titulacién de los sueros de los conejos inoculados,, i
“donde se puede apreciar que el méximo titulo promedio fue de 3. 6,
"_en el conejo No. 3. por lo tanto ‘ge’ seleccionb el suero de éste ‘ -

conejo para la reallzacién de las pruebas siguientes, por ser e1"

titulo més alto, dilucién doble 1:4096 (3 6 1ogw) v

a



TIWLACION DE LOS SUEROS DE CONEJO INOCULADOS CON EL ANTfGENO DE
Corynebacterium pseudotuberculosis '

CUADRO 4

DILUCIONES DOBLES

CONEJO/BEMARA | I N

‘L (CoNTROL) | O [ o  } 0 | 0 0
2 - 1:8 | 1:8 | 1:64 1:128 | 1:256 -
3 1:8 1:64 | 1:128 | 1:128 | 1:4096

4 1:8 | 1:16 1:64 1:256 | 1:2048

"VALORES EN BASBE Log 10
1 (CONTROL) | - 0 0 L o0 0o |0
2 0,9 0.9 e o o2a |2

3 S0 |o1e | 2.1 2.1 3.6

4 0,9 | 1.2 | 18 2.4 3.3

PROMEDIO 0.9 1.3 1,9 2,2 |+ 3.1

“VALOR MAXIMO 1

o

1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:4096

o

VALOR MINIMO | 1
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TITULACION DE SUEROS DE CONEJOS
INOCULADOS CON L. mmd.al.ub.e.mu./.nm

DILUCIONES ~
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1:4000]
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AISLAMIENTO DE CEPAS DE Corynebscterius pseudotuberculosis

A partir de las muestras de rastro fueron aisladas 13_cepés
~'que fueron identificadas de. acuerdo a - sus caracteristicas.

bioquimicas como Coryﬁebacte:ium pseudotuberculosis (vér cuadro 5).

“CUADRO §

IDENTIFICACION DE 1AS CEPAS DE Corynebacterium
. pseudotuberculosis A PARTIR DE MUESTRAS

AISLAMIENTO No, |  IDENTIFICACION CEPA

I o : - B

2. N

>
>

10

BE

@
ml ol = ‘;x‘4m T el

12 " E

8



PRUEBA DE TITULACION

En esta prueba se pretendié establecer hasta que dilucién del

suero era posxble apreciar aglutlnacion
La aglutinaci6n se detects en la dilucién 1:64,

 PRUEBA DE AGLUTIRACION RAPIDA EN PORTAOBIZTO

" Las- cepas aisladas de Cbrynebacterlum pseudotuberculoszs

V,fueron puestas en contacto con el antisuero para la realizacibn de

1a prueba de aqlutinacién en portaobjetos, y los resultados, sellb

aprecian en el cuadro 6



CUADRO 6 ; _
RESULTADOS DE LA PRUEBA DE AGLUTINACION EN PORTA_OBJE'TO'CON LAS
CEPAS DE Corynebacterium pseudotuberculosis AISLADAS DE MUESTRAS

DE RASTRO
~ CEPADE BT - CONTROL
p%%s' AGLUTINACION' p%s
8 | oubosa 4
} : , N " DUDOSA- 4
2 | + +
‘- + o+
7 o+ ot
: 5 + + '
G DUDOSA %
‘ K + t
! M + +
” P + +
i E R T
A + o+

+: Se observan gruriios (aglutinacion).
DUDOSA: La aglutinacién no se percibe con claridad.
" El promedio del tiempo de aglutina_éién fue de 5 min,
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DETECCION DE REACCIONES CRUZADAS

Para ello se hizo reaccionar el antisuero producido con las

" cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis, Staphylococcus Spp.

‘Streptococcus . spp,, Y l;is ‘resultados aparecen en el siguiente ’

cuadro.,

CUADRO 7

~ REACCIONES CRUZADAS
- . ANTISUERO  SOLUCION
"~ 'SALINA

Corynebacterium -
pseudotuberculosis

Staphylococcus spp.

Stregtbcoccus Spp . v

Como podra- observarse el antisuero reacciont -tnicamente con - -

v Corynebacterium pseudotuberculosis, por lo cual se c'onside‘:b‘v;iab'le'f S ;

‘ pém.ser L;tilizédo en la prueba de aglutinaéién de portaobjet'o‘., '
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DISCUSION

Recientemente se han introducido en el mercado - Una serie de

3 Kits de diagnéstico, que tienen ‘como finalidad la identificécién"

répida de diferentes microorganismos, pdr ejemplo -ia prueba de

aglutinacién de  latex en portaobjeto ‘para 'Stéphylococcus aureus

producida . por J, & Medical Associates Inc, USA y la prueba de. '

aglutinacién para“> Pseudomona ~ aeruginosa, producida por Rougier

Brotech Ltd.  Es por é_sto que el presénte ‘trabajo traté de
incursionar en el logro de un métodb.répidd pérakla'identilfigiacifm

de Corynebacterium pseudotuberculosis, con ahorro de “_tiempo y

medios de cultivo; mgdiahfe una _p:ﬁeba séncil‘lé dé ag‘lUtinqgi‘Qny en -
pbr:aobjeto, teniendo c'omo' antecedente el enpleo de esta p:ue’ba‘en“
‘fdr’m’a 'expérimental por 1n§e'§’tﬁi§édq£gs de otros paises.()\ﬁg‘\‘lsi:‘,ing,‘
1986 Brogden y 501-" 1984-8, Ca}ﬁe:on y col,,; 1972_: Caiheron\ y"co_l., .
©1973; Holstad y col. , 1988; Lund y col., 19‘8‘2.-1\;‘ Moraiés, 1992) -

Bn base a los resultados obtenidos yse pudo‘ .obServa:‘:( que .

_después de la primera inoculacién via subcuténea con un ant_iqeno""

completo - de  Corynebacterium pseudotuberculosis con. 'A_dj/uv‘ant'é

Completo de Freund en proporcién de'l:i,n en los conejos; los _sfue_r'os :

tuvieron un titulo de 1:8 (0.9 logs), alcanzando en la quinta

semana 71:409.6 (3.>6 1ogyo) § comparando e$te t'raba‘jo con el frealizado '
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por Morales (1992), en €l cual evalla una bacterina .de

Corynebacterium'pseudotuberculosis empleando varias pruebas, entre -

ellas una modificacion de la prueba de aglutihacié_n lent‘a‘en Eubo,
muestra como resultado de la primera inoculacién enk cuyes . via
subcuténea 1:128 (2.1 logy), alcanzando ﬂén la qulnté inoculacién un

titulo de 1:4096 (3;6 log{o), lo cual indica‘que no hubo variacién

en los resultados ain cuando se emplearon;ahtigenos bacterbi‘anos‘ :

‘sometidos a diferéntes't_::‘atamiéntos}con» una sola ‘catacteristicé' en.

comin, la presencia de tween 60 en ambos para ‘ejercer un ‘e_fe'ct‘o

dispersor del crecimiento en acumulos que tiende a presentar -

; r(.‘oryneba‘cterium‘ pseudotuberculo.tzié "y puede " interferir con la‘b'g' '

" respuesta inmune.

Para .la elaboracién del antigeno, se utilizé una cepa ‘de,"

COijnébacterium pséudotdbércu.losis “obtenida a ﬂpart‘ir de un . Caso.

clinico, sin embargo fueron utilizadas 'para‘ia realizacion . de la

'pr'ueba de aglutinacion 15 cepas diferentes aisladas a partir de

" muestras de rastro; lo cual nos - indica que exis_t‘eh p:opiedades e
_antigénicas semejantes en todas Ilas cepas independientemghte Qe su . '

:origexu. Hay reportes de diferencias en :cepas  de corznebacteriizm. i

pseudotuberculosis en base. a prépiedahdes"b_ioquimicas (biotipos

nitratos + 'y biotipos nitratos -); y en lo r‘efeyrenytye' a B



~ toxigenicidad, su composicién antigénica en base a pared celular es

similar en todas las especies,

El antisuero producidd tiene utilidad para la identificaci6n 

de . Cbrynebactérium‘ pseudotuberculosis mediante la  prueba = de

-_aglutihacién y puede diferenciarlo de otrbs piogenos Gram positivos

"_ que puaden estar inVDIUCrados en produccién de abscesos. en los,

animales, - como son especies» ,del género trthococcu

staghggbcdccus, como se pudo apreciar ‘en. las pxuebas de "
aglutinaciéh que. dieron'résultéAOSVnegativosjcOn estas bacterias;
- sin embarqo es posible que el antisuero ‘Pueda reaccionar con: otrasf _,

o eSpecies del genero Corznebacterzum, puesto que todas compartenf .

caracteristicas antigénicas an pared celular que también .son

B semejantes a otros géneros bacterianos, ylo cualf tueron'

incluidos en el “grupo CMNR (Corynebacterium, ~Mycobacterium,

“‘becérdia y 'RhOdococcus)‘ debido a_ esté; las reacciones cruzadas

suceden también en otro tipo de pruebas diagnbsticas, en las que se

Zincluyen estos micloorganismos, como en el. caso de 1a Johnina, que
puede dar reacciones falsas (+) cuando e1~animal esta infectado con:f,i\
’Corxnebacrerium, debemos considerar ademas que. tenemos la ventaja'v

B ,de que son muy pocas especies diferentes a Corznebacterium“

'pseudotuberculosis que pueden causar 1nfecciones en. pequeﬂos‘

rumiantes de la 1mportancia econbmlca de la Linfadenitls Caseosa.
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3 Los resultados de este trabajo puedéﬁ dar. también la pauta :

R . para utilizar la prueba en .forma inversa, produciendo el antigeno -

para trabajar con sueros procedentes de. animales sospechosos y oo

i ‘ ; : T AR ~ _ o |
; realizar una prueba semejante a la de tarjeta para el diagnéstico :
: .-de Brucelosis. |
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CONCLUSION

1.- La prueba de aglutinacién es util, para la identificaclén '

' de Corynebactenwn pseudotuberculosm a partir de cultivos puros.

= No existken ‘reacciones cruzadas‘ con: Stregtococcu _
' taphxlococcus, pero es posible que existan con especies del génerok -
Corxnebactenum, puesto que todas gomparten caracteristlcas )

ant igénicas.

- ‘Otro paso para tener mayor especificidad en la prueba'

seria’. emplea‘r la técnlca de" inmunoelectrotransferenaia ' para '

determinar eépecificamente 'lbs‘ antigenos . de ,Corynebacterium

pseudotuberculosis, que reconoce el suero.,
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epididymitis by ,iinmunofl_udrés'cence; Veterinary Recordj 107:

‘ on common barnyard fomites, Am J. Vet Res., 47 (4)- 13- 715 e

induced’ Caseous Lymphadenitis in small Ruminants: DJssertatlon” ’
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