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RESÚNEN 

La Linfadenitis Caseosa, enfermedad que se presenta en 

pequeños rumiantes, - puede ser incluida en el grupo de enfermedades 

que presentan dificultad pata ser diagnosticadas "In vivo". 

Generalmente- se trata de un proceso de bajos índices de mortalidacL 

lupe clínicamente evOluciona aSintoláticamente; sin embatgo, es 

importante al relacionarse ésta con la reglamentación técnico-

sanitaria del comercio de canales y debe considerarse que el 90% de 

los diagnósticos de esta - enfermedad corresponden a hallazgos post-

mortem, (Brogden y col., 1984-A; Gilmout, 1990; Lindsay y col., 

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

El presente trabajo fue diseñado con el objeto de emPlear la 

prueba de Aglutinación en portaobjeto para la identificación de  

Corynebactertum peudotuberculosis lovis), considerando que hasta 

la fecha el aislamiento de la bacteria a partir de lesiones que 

origina en animales infectados, es determinante pata el diagnóstico 

definitivo de la enfermedad. 



La evaluación de la prueba de aglutinación se realizó 

empleando un antisuero obtenido de conejos inoculados previamente 

con 'antigend de COrynebacterium pseudotubercillosis  más adyuVante. 

completo de Freund, con un titulo de 3.6 logro, y utilizando el 

mismo antígeno y diferentes cepaa de Corynebacterium  pseUdotu-

berculosia'.-  Se trabajaron también pruebas de aglutinación con el 

mismo antisuero y cepas de StaphylococCus y Streptococcus;  

bacterias piogenas que es posible aislarlas a partir de prodesos 

abacedativos. 

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que la  

prueba puede ser promisoria para la identificación rápida de  

Corynebacterium icseualotuberculosis  a partir de cultivos puros. Los 

otros microorganismos piógenos empleados también en la prueba no 

dieron reacción cruzada con el antígeno. 
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EVALUACIÓN DE LA PRUEBA DE AGLUTINACIÓN EN 
PORTAOBJETO PARA LA IDENTIFICACIÓN RÁPIDA DE 

Coriniebac terium pseudotuberculosia 

INTRODUCCIÓN 

La Linfadénitis Caseosa (LC) o Pseudotuberculosisu  es un 

padecimiento crónico con una amplia ocurrencia en ovinos  y 

caprinos, caracterizada por provocar lesiones purulentas con 

aspecto caseoso en los nodos linláticos y órganos internos, cuando 

el problema se generaliia; es detéctada generalmente durante 'la 

inspección sanitaria post-mortem en los rastros. (Brown y 

1987; González y col., 1989; Redondo y col., 1988) 

El Agente eticlógico de la Linfadenitie, Calmosa es 

Corynebactedum peudotuberculosis,  bacteria Gram (+) pleopórfica; 

Mide dé 1-2 gm. de longitudren el aislamiento primario a- partir de .  

las lesiones, el crecimiento es escaso; pero en la resiepbra es 

uniforme y abundante; crece en agar sangre á 37°C, produciendo B-

'hémolisis ~Pués de 48 hrs., de incubación,-también puede 

desarrollarse en agar sangre con tellurito de.potasio en el Cuadro 

1 podemos ver algunas de sus, proPiedades bioquímicas.  (Favier y 

col., 1990;>Gavin,y col., 1992; arda, 1980; Lloyd y col. 1990; • 

Ocampo, 1991; Redondo y col., 1988) 
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CUADRO 1 

PROPIEDADES BIOQUÍMICAS DE 
Corynebacteriulpseudótuberculosis 	1  

CARACTERÍSTICA . LECTURA 

illemólisis fi 

Producción de Catalasa 

Hidrólisis de. Caseina 

Gránulos Metapromáticos 

Ácido . a partir de Glucosa . 	+ 

Ácido 'a partir de Lactosa dr 

Ácido a partir  de Maltosa 

Ácido 'a partir cie Trehalosa 

Hidrólisis Almidón 

Reducción de Nitratos d 

producción de Ureasa 

, 30, 53, 63, 74) 

Basándose en el contenido lipidico de la pared celul4r e 

género Corynebacterium  frecuentemente se agrupa con los géneros 

Mycobacterium, Nocardia  y Rhodococcus  para formar un grupo 

denominado CMNRr debido a que'los 4 géneros tienen paredes 

celulates ricas en complejos lipidicos similares. La princiPal 

característica de esos lípidos es la presencia de un ácido graso 

llamado ácido micólico. Las paredes celulares de este grupo tienen 
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combinaciones de enlaces específicos y un péptido en común 

conteniendo meso-a-diAminopimélico (DAP), ácido glutálicw-alanina. 

Corynébacterium pseudo tuberculosis  en especial 'incorpora ..en su 

pared celular ácido corinemicólico y ácido corinemicolénico; aún 

cuando estos compuestos no confieren la propiedad de ácido 

resistencia, Si están-  relacionados con la capacidad de  

sobrevivenCia de esta bacteria dentro de las células hospedadoras, • 

por lo que la' virulencia de una cepaen particular se relaciona con. 

1a cantidad de lipidos en su pared celular. (Batey, 1986; ()palpo, 

1991; Pépin y col., 1981)' 

MUckle (1983) obtuvo los lipidos de la pared celular de 25 • 

cepas de Corynebacterium pseudotuberculosts,  utilizando clorOfOrmo—

metanol y cada una de las extracciones de esas .25 cepas fue 

inoculada en diferentes grupos de ratones. La cepa con' mayor 

cantidad da liphdos produjo una mayor cantidad dwabscesos en este 

contenido lipidico existe también un factor piogénico termoestable 

que induce la formación de lesiones caseosas y .purulentas; y un 

lípido:de superficie con actividad leucotóxica. El factor piogéniCo 

es una substancia adicional existente, que contribuye a la  

fOrmación de lesiones locales.' La capa de lípido 'superficial que el. 

microorganismo posee, ha sido propuesta como el principal factor 

degenerativo gue le imparte resistencia contra enzimas lisoáomales,. 
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permitiéndole sobrevivir y multiplicarse, destruyendo las células 

del hospedador, después de haber evadido los mecanismos 

intracelulares destructiVos y degradativos de los macrófagos, 

Burrel (1978) determinó que hay una correlación positiva entre el 

contenido lipidico dela pared telular y lá habilidad para producir, 

lesiones. (Batey, 1986; Burrel, 1978; Hsu, 1984; Muckle y col., 

1983) 

La bacteria es productora de una potente exotoxina, es una 

fosfolipasa n, que tiene efectos vasogénicos; sus células blanco 

son las células endoteliales, esta toxina actúa a nivel de la 

esfingomielina, que forma parte de la pared de revestimiento 

interno de los vasos sanguíneos, la cual al ser disociada causa 

dtsorganización de la membrana y lisis celular; esta toxina tiene 

un efecto facilitador de la dispersión dula bacteria. Generalmente 

la via de entrada de la enfermedad es por heridas en piel, 

infecta posteriormente los nodos linfáticos; las lesiones iniciales 

sanan rápidamente* pero siguen desarrollándose lentamente durante 

varios meses, en los cuales los abscesos pueden crecer hasta 7  

Bn caprinos los nodos más afectados son los parotideos, 

submaxilares y preescapulares; en un principio a la inspección son 

movibles y poco visibles, algunos provocan irritación, causando que 

el animal se restriegue y se rompan, liberando exudado purulento de 
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aspecto cremoso, después delo cual la lesión tiene una 

recuperación rápida. En ovinos, en donde la vía de entradá son las 

heridas producidas en la esquila, los nodos'más frecuentemente 

afectados son .los precrurales, siguiéndoles el mediastiniroi 

bronquial, submaxilar y mesentéricos, diseminAndose a vísceras, lo 

cual taMbién; ocurre en caprinos. Se observa principalmente en 

animales viejos y es detectada a la inspecciÓn de-la Canal al 

localizar abicesos, sobre todo en pulmón, nodos sUbmaxilares y 

..mesentéricos. (González y col. 1989; Hsu, 1984;. Lindsay y 

1991; Lloyd y col., 1990; Midleton y col.. 1991;. 	Nakamuta y Col., 

1981; Navarrete, 1988; Schreuder 1990) 

Una vez que Corynebacterium pmeudotuberculohis  supera las- 

barreras larreras. primarias delhospedero induce la formación de un -absceso 

en el sitio de entrada, los leucocitos especialmente neutrÓfilos,. 

se acumulan alrededor entre las bacterias; los fihrocitos. y 

capilares se forman constituyendo una pared en la periferia de la 

infección; de este modo, los factoreS baCterianos llevan a cabo sus.  

efectoe en forma lenta pero continua, destruyen. a los leucocitos Y 

tejido involucrado, constituyéndose asi la lesión característica de.  

Linfadenitis CaseOsai 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 lá cápsula del absceso, invade los 

Capilares y forma colonias que secretan más metabolitos, los cuales 

facilitan la dispersión bacteriana y la ocluSión capilar; la 

isquemia resultante y las substancias bacterianas matan a las 

células de la, pared interna de tejido conectivo de la cápsula, 

adiCionando una nueva capa de material necrótico, de esta manera, 

nuevo tejido conectivo prolifera para reforzar la pared. Por medio 

dé este proceso repetitivo, se adicionan sucesivas capas .a la masa 

necrótiCa, formándose el típico aspecto laminar de. los absceSos. 

Cabe señalar, que mientras que el lípido sopelficial citOtÓxicTes 

el principal factor piogénico, 'la exotoxina es más:bién un factor 

de diseminación bacteriána, al aumentar la permeabilidad Vasculst. 

(Cameron y col., 1970; Hard 1975; Jubb y col., 1982; Muckle. y: 

1983)col.,  

E interesante el hecho de que la exotoxina propicie la  

formación de abscesos, pero no evite le diseminación bacteria!» con 

el encapsulamleoto dt los mismos; asimismo, es de notarse también 

que los linfocitos involucrados en el proceso, y que por supuesto 

no son células con actividad fagocitica, no sUfran los afectes 

citotffiticos del lípido de superficie. La actividad fagocitice 

permite que la bacteria sea transportada viable hasta los nodos 

linfáticos regionales desde el sitio inicial de inoculación; ya en 
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los nodos el proceso se repite, abácedandose éstos y diseminando la 

bacteria por vía linfática y sanguínea a todo el.  organismo. 

Ocasionalmente los animales se recuperan de la infección cutánea y 

no presentan abscesos, pero una vez localizada la - infección en 

nodos linfátidos, su curso es inevitablemente crónico y de carácter 

insidioso. (Brogden y col., 1984-A; Brogden y 	.1984-8; 

1983; García y col., 1980; Wird, 1970; Jubb y col., 1982; MUckle y 

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

La Linfadenitis Caseosa generalmente tiene una evolución 

subclinica y lenta, los animales se muestran afebriles, con buen 

apetito; los signos clínicos sugestivos de esta enfermedad pasan 

desapercibidos, existen diversas pruebas para detectar la  

Linfadenitis Caseosa, pero la mayoría presentan deficiencias  en 

cuanto a su capacidad para diagnosticar la enfermedad subclinica, 

la finalidad de estas pruebas, es el diagnóstico de manera rápida y 

eficaz Para promover el control y erradicación de la enfermedad, de 

tal modo que en una población sea posible detectar animales 

enfermos sin lesiones aParentes. (Brown y col., 1987; Chikameisu Y 

col., 1989; Ellis, 1983; Menzies y col., 1989) 

Las actividades hemoliticas y hemaglutinantesde la exotoxiná 

de Corynebacterium poseudotuberculOais  se han considerado para el 
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desarrollo de pruebas diagnósticas como son: Inhibición de la 

Antihemolisina, Prueba de InhibiCión de la Hemólisis en Gel; Prueba 

de Protección al Ratón, Hemoaglutinación .Indirecta y Directa, 

Inmunodifusión y Prueba de Inhibición de la Aglutinación Directa.  

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

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

1979) 

Debido a que Corynebacterium peudotuberculosis,  es un 

microorganismo facultativo intracelular, se espera el desarrollo de 

una respuesta inmune de tipo celular. El citoPlaana y pared celular 

contienen pequeñas cantidades de exotoxina, mientras los 

anticuerpos contra la exotoxina se forman, se desarrolla una 

reacción de hipersensibilidad tipo III (Arthus) con trombosis 

infartación e invasión neutrófila,< la cual es litica para células 

éndotéliales "in vitro°. La prueba dérmica (Linfadenización) 

resulta ser útil para la evaluación de la respuesta innunológica en 

casos experimentales o de campo en animales en los cuales la  

evaluación serológica es imparcial. Sin embargo, leofilizando el 

reactivo de la prueba dérmica, se deberia haber destruido toda 

actividad de la exotoxina; incrementando asi la especificidad de la 

prueba Para la inmunidad mediada por células para Corynebacterium 

poeudotuberculosis,  la lectura de los resultados se realiza a las 
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24, 48 y 72 hrs. La reacción alérgica evaluada por la Prueba de 

Linfadenización en un intervalo de 6 semanas, mostró el valor mas 

alto entre la 4a, y 6a. semana postinfección y después disminuyó 

lentamente, generalmente seguida del nivel de anticuerpos, Un 

tercio de los caprinos infectados perdió los títulos de la.  

antitoxina y la reacción alergénica entre la 9a y 10a. semana, 

teniendo una autocura. Se observó una dislinución gredUal, hasta su 

total desaparición del titulo de antitoxinas y sensibilización 

alergénica en algunos caprinos con absceaos en nodos linfáticos que 

no, ulceraron aún habiendo rorynebacterium - pseudotUberculosis  viable • 

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

1980-A; Langenegger y col., 1986; Tizard, 1985) 

La prueba de'protección al ratón dio resultados prometedores' 

en, el diagnóstico de Linfadenitis Caseosa esta prueba neutraliza 

dosis 'letales- Mínimas de toxina 'de Corynebacterium' 

pseudotuberculósis  por anticuerpos específicos en 1 ml. de tuero 

ovino infectado,' capaz:de. proteger a los ratones contra lastox1Pa 

letal de Corynebacterium pseudotuberculOsis,-  mientras que el suero 

de ovinos sanos esta carente de tales anticuerpos y.dw resultados.  

hegatiVosr el periodo de espera para la evaluación de, esta prueba 

es de.  1 a 4"dlas; Abdel Hamid (1975) trabajó con 'un rebaño de 68 

ovinos, de loá . cUales 13 estaban sanos y 55 infectados, .colectó 
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muestras sanguíneas, separando el suero bajo condiciones asépticas, 

y manteniéndolo abajo del punto de congelación sin preservativos y 

usándolo unos días después al inyectarlo por vía intraperitoneal en, 

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 mínimas de toxina de Corynebacterium 

pseudotuberculosis,  existiendo Un grupo control; los ratones 

Murieron en un periodo de 4 días, principalmente en las primera:á 24 

horas; delostrando que esta prueba ,es una hiena 'herramienta para. 

detectar Linfadenitis CaSeosa en 'ovinos que no muestren lesiones 

externas. (Aodelliamid, 1975; Brogden y col., 1990; Camelan y col., 

1984) 

La, base de la Prueba de la Inhibición de la Hemóllsis_es la 

inhibición, por - un suero hiperinmune, de la actividad hemolitiOa de: 

la exotoxina de Corynebacterium pseudotubercUlosis, para 

eritrocitos ovinos, después de ser incubada toda la noche. Cuando 

la prueba fue realizada en sueros dé ovinos, qué habían .0.do 

vaCunados,'.  con célidas y exotoxina de CorynebaCteriUm 

Pseudotuberculosis,  la titulación promedio incrementó, mientras que 

en ovinos vacunados solamente con células de ,Corynebactetium 

pseudotubetculosis el titulo promedio permaneció bajó. La 

antitoxina también fue detectada en algunos corderos amamantados 
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pot ovejas que tuvieron títulos altos. (Burrel, 1980-B; Sllis 

col, 1990; Holstad y col., 1988; Kuria y col., 1989) 

Según Kuria y Holstad (1986) la Prueba de Inhibición de la 

Hemólisis.es tina prueba sensitiva, fácil de interpretar, puede,  

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

bien con la infección existente en cabras. La Prueba de ELISA 

también, y da. resultados comparables con los de la InhibicIón de la 

Hemólisis. La prueba de ELISA ha sido ampiiamente empleada con 

resultadossatiefactorios por varios. autores, Leal( y  col. (1991), 

teportan que desde septiembre de 1988 han estado usando esta prueba 

en - Holanda y les ha resultado apropiada para el control de la 

enfermedad y han podido declarar a varios rebaños libres de  

4infadenitiá Caseosa. (Burrel, 1980T-A, Burrel, 1980-B; Elli9  y 

Col., :.1990; Hoistad y col., 1988; Kuria y col., 1989; tusen y 

1988; Lund y-col. 1982.!.A; Lund y col., 1982,B) 

Bna prueba de aglutinación bacteriana utilizando un antígeno 

sonicado de pared celular extraído con eter-petróleo,' fue 

desarrollada para detectar anticuerpos contra Corynebacterlum_ 

pseudotubetculosis,  .por. Augustine en 1986; esta prueba en 

conjunción con estudios bacteriológicos y serológicos fue empleada 

para observar la prevalencia de Linfadenitis Caseosa en una 
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después después de la 

detectados anticuerpos 

fueron 

por la prueba de Fijación del Complemento y 

infección; .después de la 8 semana no 

población de ovinos. Este estudio sugiere qué la prueba 

serodiagnóstica de aglutinación bacteriana pueda ser útil como una . , 

prueba inmunnlógica "in vitro" para la Linfadenitis Caseosa ovina. 

(Augustiné, 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) realizó la comparación de cinco pruebas, 

seroiógicas: Aglutinación en Tubo, Fijación de Complemento, 

Difusión . en Gel, Inhibición de la Antihemolisina y Hemoaglutinación 

Indirecta para el diagnóstido de la infección experimental de  

Córyilebacterium inseudotubercti/osis observando cple nirIgnna Oe éstas 

pruebas es 1001 Confiable. En un grupo de.  12 ovinos Infedtados:' 

experimentalMente, la prueba de Aglutinación en Tubo fue d valor 

pata la detección de anticuerpos entre la 3a, y 18a. semanas' 

con la prueba. de Difusión en Gel ocurrieron reacciones no 

eapecificaa, le prueba de la Inhibición de la Antihemolisina 

detectó antitoxina 9 semanas postetior a la infección, y la que 

resultó ser más confiable Tén donde los niVeles de anticuerpos de 

la antitoxina fueron detectadosAespués . degeriodos más largos nue 

en, otras pruebas, 27 semanas después de la infección, fue la,de 

25 



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

la detección de rebaños infectados varios meses antes. (Shigbdi, 

1979) 

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

Inhibición de la Semólisis para detectar los anticuerpos en el 

suero de 33 ovinos adultos infectados naturalmente con Linfadepitis 

Caseosa. La prueba de ELISA empleando pared celular, detectó 

anticuerpos en 96,9% de losovinos con lesiones a 'la.. necropsia, y 

ELISA.  utilizando exotoxina los detecto en el' 84.91: de ios ovinos 

positivos; pero ambas pruebas con' un alto tulméro de aparentemente 

faleos positivos, ya que al revisar los resultados con la Prupbe de,  • 

Densidad óptica los valores fluctuaron entre 64.7% y 49.2% 

respectivamente. SimilArMenteu  no hubo una relación significativa 

entre los titblos de anticUerpos antitoxina como en los títulos de 

la Prueba de Inhibición  de la Hemólisis y la eXtensión de la  

enfermedad, las pruebas que usaron antígeno crudo 'de, 

Corynébacterlum pseudótuberculosis,  son de utilidad cuestionable en 

el campo, donde la infeCción por esta bacterla: es enzootica en la 

población ovina y estos resultados sugieren que los anticuerpos que' 

reaccionan con los componentes de Córynébáctérium 

pseudotuberCUlosis,  podrian tener poco impacto'én la:reCuperáción 

del huésped. (Burrel, 1980-A; Burrel, 1980-13; Ellis y 01., 1990;.: 
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Bolstad. Y col., 19(9) Kuria y col., 1989; Larsen y col., 1988; Lund 

y col., 19827A; Lund y col., 1982-B) 

Varios factores pueden contribuir a la aparente falta de  

especificidad de la prueba de ELISA, y de otras pruebas, cuando se 

apliCan para el diagnóstico de la infección de Corynebacterium 

pseucletuberculosis  en animales como pueden ser la edad, el. estado 

• inmunológico del animal, la ruta y el tiempo de 'exPosición, el 

intervalo entre 14 exposición y el análiais serológico; algunas 

pruebas .emplean antígenos complejos y mal definidos. (Ellis y col.,'  

1990) 

La prueba de Inhibición Sinérgica,  de la HeMólisisi es una 

prueba' serológica que detecta anticuerpos formadoS contra la 

exotolina de CorynebaCterium pseudotuberculosis.  Originalmente 

ideada para el diagnosticó de la infección de Corynebacterium 

pheudotuberCulOsis en;  caballoS, está siendo aplicada en caprinos 

En experimentos Preliminares ha tenido un alto grado de  

'sensibilidad y especificidad .para la detección de Linfadenitis

Caseosa, resUltando un confiable indicador de la 'infeCión activa. 

(Brown:y col., (1985; Brown y col., 1986-A; Srown y coi., 1986-B) 
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Langenegger y colaboradores en 1991, realizaron la titulación 

de anticuerpos con la Prueba de la Inhibición de la Hemólisis 

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

71. semana posterior a la infección.. En un tercio de los animales 

muestreados las antitoxinas persiátieron hasta la semana 29; en 

• otro, no'pudieron ser detectadas deSpués de laá 12a. a 24a.; y en 

el, otro tercio entre la Pa.  y 8a. semana post infección. Tres de 

los animales no mostraron anticuerpos en ninguna fase de la 

infecdión, (Langenegger y col. 1991) 

La Prueba de microaglutinación utiliza cultivos de  

Corynébacteriuni pseudotuberculosis  en, un caldo conteniendo mon 

ole Cloruro de Tri-fenol tetrazolium, a la .vez que el antígeno, Y 

lue empleada por Brogden y dol., (1990), al estudiar el efedto 

inmunógeno del dipéptido muramyl en la vacunación con:células. 

coMpletaa de arynebdcterium  peeudotuberculosis.  (Brogden y col. 

1990; Menzies y coL, 1989) 

Adgunas pruebas serológicas empleadas para el diagnóstico de 

Linfadenitis Caseosa se basan en la detección de antitoxinas (ver 

Cuadro 2)1 
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CUADRO 2 
PUS  DE DIAGNOSTICO PANALINVADENITIO'CASEOSA UTILIZANDO 

DIFERENTES ANTÍGENOS  

TOXINA 	CUERPO 
BACTERIANO 

PROTECCIZN Al, RATÓN 
11, 	9, 	21) 

' x 

INMUNODIFUSION 
(5, 	00- 	23, 	50, 	66, 	69) 

- X X 

INMUNOFLUORESCENCIA 
(2) 

X. : 

AGLUTINACIÓN 
14, 	6, 	19, 	20, 	40, 	54, 	69, 	/2016) - 

X 

SICROAGLUTINACION.  
(9, 	56) 

.X 

INHIBICIÓN DE LA HEMOLISIS 
(15, :16, 	27, 	40, 	45, 	5G, 	54, 	45)  

X 

---.:, 
HEMOAGLUTINACION INDIRECTA ' 

(50, 	75, 	76) 
X 

ELISA 
123, 	27,:42, 	45, 	49, 	51, 	64, 	66, 	61, 	69, 	76, 	79) 

X, X 

INHIBIC/óWSINERGISTICA DE LA HEMOLISIS 
(50., 	11, 	12, 	47, 	67) 

X 

INHIBICIÓN DE LA. B-HEMOLISIS 
(9, 	60, 	691 

X 

INHIBICIÓN DE LA ANTIHEMOLISINA 
(67, 	16) 

X 

Algunos Investigadores reportan que los ratones y ovinos 

pueden ser inmunizados efectivamente contra la infección de 

Corynebacterlum pseudotuberculesis,  con 'el, uso de vacunas d 

cultivos coMpletos de corynebacteriúm pteudotubercúloala 

inactivodos con formalinay precipitados de aluminio; sin embargo, 

la :inmunidad asi obtenida no fue: absoluta, y no puede ser 
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acrecentada por el uso de adyuvantes, Durante estos estudios se 

observo, sin embargo que, en ovinos, una cápsula que se formaba 

rápidamente alrededor de la vacuna inyectada, Posiblemente impide. 

la absorción efectiva y elaboración de antigeno Por otra parte la 

elaboración de antígeno y la producción de anticuerpos en los nodos 

linfáticds es un evento importante en la respuesta inmune de los 

ovinos al Corynebacterium pseudotüberculosis,  (Cameron• y col., 

1984). 

,La adición de un adyuvante, como el AdyUvanteIncompleto y. 

completo de Freund o el Hidróxido de Aluminio, puede,  permitir el. 

uso de dosis menores de inmunógeno. El Dipeptido Muramyl 

(componente.  de Mycobacterias) estimula -el sistema. retículo 

endotelial y posee actividad adyuvante sin los efectos indeseables 

del Adyuvante :Completo de Freund. .Esta' combinación no solo mantiene 

la protección, sino también controla la reacción inflamatoria en el 

sitio de inyección. (Brogden y col., 1990) 

30 



SEMBRADO ENAGAR 
• SANGRE 

IDENTIFICACIÓN 
BIOQUÍMICA 

ANTÍGENO DE 
Corynebacterium 

pseudotikerculosis 

OBTENCIÓN DEL  SUERO 
HIPERINMUNE . . 

PRUEBA DE 
AGLUTINACIÓN EN 
PORTAOBJETO 



OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluación de la prueba de aglutinaCiÓn en portaobjeto para la 

rápida identificación de Corynébácterium pseUclotuberculosis,  

1) Obtención de un antisuero especifico a partir de la inoculación 

de conejos con antígeno de Corynebacterium pseudotuberculosis.  

2):. Titulación de los sueros obtenidos de los Conejos mediante la 

prueba de aglutinación lentaan tubo. 

3) Aislamiento e identificación bioquímica de cepas 

Corynebacterium pseudotuberculosis  a partir de muestras de campo y 

de rastro, para la elaboración de la prueba de aglutinación rápida 

en portaobjeto, empleando el antisuero y las cepas obtenidas. 

4) petección' de reacciones cruzadas entre COrynebacteridm 

poseudotuberculosis y otras bacterias piógenas como StabhylodOccus  

spp. y Streptococcuppi  
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MATERIAL Y Id  TOD O  

KAT IRIAL 

1) OBTIWCIóN DZL AMTIOUIRO 

'Antígeno.  de Corynebacterium  pseudotuberculosis,  elaborado en 1 

sección de Microbiología de Campo 4, de la FEp7Cuatitlan, de'. 

acuerdo a García y Ocampo (1991). 

Jaula grande para conejos,' 

4. conejOs hembra de 6 meses. de edad. 

- Alimento concenttado para conejos. 

T Jeringas desechables de 3 ml., con aguja's calibre 21. 

- Elillocats azul "o Verde 

%beis dm ensaye con taPón de rosca (4) 

Alcohol 

Etiquetas autoadheribles de 15 x 20 Mm., para la identificación 

de .los tubos, 

Marcadores de tinta permanente. 

- Centrífuga, 

- Refrigerador para almacenar los antisueros. 
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2) TITULACIÓN DE LOS SUEROS 

Tubos Durham. 

- PBS (Solución Salina Alortiguadora de Fosfatos), 

7 Antígeno de Corynebacterium pseudotuberculosis.  

1 Nicropipeta. 

- Antisuero de los conejos para titular.: 

1 Gradilla. 

- jeringwinsulinicas. 

- Estufa- Bacteriológica. 

3) AJOLANIUTO r IDENTIFICACIÓN ppautmich pe 

Cormibutertum pmeidotaborculosim  Y. PRUSIA el AauTi$Ociów. 

RÁPIDA P00017110 

- Antistiero contra Corynebacterium pseudotúberculosis  obtenido ,  de 

conejos inoculados con el antígeno de CorynebacteriuM .  

pseudotuberculósis.  

:Antígeno de Corynebacterium pleudotuberculosis.  

- PBS (Solución Salina Amortiguadora de Fosfátos). 

T Suero normal de conejo. 

- Portaobjetos. 

- Caja de.fondo.obecuro y fuente de iluffiinedión. 

-.jeringas insUlinicas.  desechables. 
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4) DETECCIÓN DE REACCIONES CRUZADAS 

- Portaohjetos.. 

- Cepas dé.  Corynebacterium pseudotuberCulohis,  5taphylococcus  sppi 

Y Streptococcus  Spp, obtpnidas 	laboralorio'de MIcrobiolOgia; 

- 1 Asa de inóculación. 

- AnIsuero.. 

- Caja de fOndó obscuro con fuente de iIuminación 
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ME TODO 

1) opTroción DEL ANTISUBBO 

El antígeno fue elaborado anteriormente en lá Sección de 

Microbiología de Campo 4, de la FES-Cuátitlán, de acuerdo ,a García 

y °campo (1991); su obtención fue de la .siguiente manera: 

Primero se realizo un cultivo de -CorynebaCterium 

pseucktuberculosis  en Agar Sangre por 36-40 hrs., se paso a  un 

medio BHI líquido, complementado con Tween 10 al 14, se incubó a 

37°C por 48 hrs.; se lavo 3 veces con PBS (Ph 1.2) formal al .3% y 

Tween 80 al 1%, se tomo el sobrenadante y se ajusto nuevamente con 

PBS (Ph 7.2), 1% de Tween 80, 0.2% de formol y se, ajustó a una 

transmitancia del 80%. 

Se utilizaron 4 conejos de la raza Nueva Zelanda, d 

aproximadamente 2 Kg.; los cuales fueron marcados con los números 

1, 2, 3 y  4. Para la obtención del antisuero se inocularon los 

conejos 2 3, y 4 con 0.5 ml con un antígeno completo de  

corynebacteriumpseudotuberculosis con Adyuvante Completo dh Freund 

en proporción de 1:1, por vía subcutánea y se dejo el conejo; número 

1 sin inocular, el cual quedo como control negativo. 
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El calendario utilizado para la inmunización se muestra en el 

Cuadro 3. 

CUADRO 3 

CALENDARIO Die INMUNIZACIÓN 

CONEJOS 

SEMANA DÍA VÍA 1 
CONTROL 

2 
(*) 

3 
(*) 

4 
(*) 

1 1 SC O 0.5 0.5 9.5 

2  8 SC 0 0.5 0.5 0.5 

3 15 SC  0 0.5 0.5 0.5 

4 22 SC 0 0.5 0.5 0.5 

5 29  SC 0  0,5 0.5 0.5 

SC.- Subcutánea 

(*) 0.5 ml del antígeno de Corynebacterium  pseudotuberculosis  con 

Adyuvante dompleto de Freund en proporción de.  1:1. 

A cada uno de los conejos selesextrajo,.de 2 a 3 ml de sangre 

cada semana, a Partir.  de la primera semana post-inoculación, hasta 

terminar con 5 sangrados. 
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La sangre extraída se colectó en tubos de ensaye, 

posteriormente se centrifugo a 2500 r.p.m115 minutos para obtener 

el suero, y posteriormente se almacenó en viales estériles, previa-

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

0°C, hasta su utilización. 

2) TITULACIÓN DI 	IMMO 

Los sueros de los conejos fueron titulados mediante la prueba 

de aglutinación.lenta en tubo (modificado de Morilla 1986) la cual 

se describe a continuación 

1.- ,Previo.a realizar la prueba, el antígeno .y el suero se 

retiraron del reftigerador y sw.expusieron - a temperatura ambiente 

por 30 min. 

2.- En cada muestra se utilizaron 12 tUbos Durham para la 

realización de diluciones dobles. 

.- Se colocó 0.1 ml de PBS, a cada uno de los tubos Durham. 

4.- Al primer tubo de cada una de las muestras se le colocó 

0.1 ml del suero a titular con una jeringa insulinica. 
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5.- Se homogeneizó el primer tubo y con una.micropipeta se 

tomo '0.1 ml el cual se colocó en el tubo número 2, se homogeneizó 

nuevamente, se volvió a tomar 0.1 ml y se paso a el tubo número. 3, 

y así sucesivamente hasta llegar al tubo número 12 y el 0.1 ml 

sobrante se desechó. 

6. Se agrego 0.1 ml del antígeno de-  Coiynebaterium 

peeudotuberculosis  a cada uno de los tubos Durham'yee homogeneizó. 

7.- se dejaron los controles, tubo A con 0.1 ml de PBS, bibo B 

con 0.1 ml. de.sueroa titular y tubo C con 0.1 ml de antígeno de 

Corynebacteriumyseudotuberculosts. 

8. 	Los tubos se incubaron a 37 o , en una estufa 

bacteriológia duranteA8 hrs. 

.- Los resultados se leyeron al término de las 48 hrs. 

Al obtener los resultados se eligió el suero del conejo con 

mayor titulo, Para ser utilizado en la prueba. 
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3) AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN BIOQUÍMICA DE 
Corynebacterlum peudbtubirculosié  Y PRUEBA DE AGLUTINACIÓN 

RÁPIDA EN PORTAOBJETO 

AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN BIOQUÍMICA > DE Corynebacterlum 

poeudotuberculomis. 

Se recolectaron muestras de abscesos _de ovinos y caprinos en 

el Rastro de Ferrería y de casos clinicos.aospechosos•de 4,t._ 

A.partir de las muestras se realizó el aislaMiento en agar 

sangre e identificación bioquímica de todos los microorganismos 

Plógenós PreSentee en las miamaa, de acuerdo a COan7Steel (197.4) y > 

Carter (1985). 

PRUEBA DE AGLUTINACIÓN RÁPIDA EN PORTAOBJETO 

Para poder realizar 'ésta prueba, • se: evaluaron previamente loe 

siguientes . controles1 

40 



CONTROLES NEGATIVOS: 

1.- .03 ml. de antígeno de Corynebacterium pseudotuberculosis,  más 

1 gota de PBS. 

2.- .03 ml. de antígeno de Corynebacterium  pseudotuberculosis,  más 

1 gota de suero normal de conejo. 

.- .03 ml. de antígeno de Corynebacterium pseudotuberculosis. 

CONTROL POSITIVO: 

En otro portaobjeto se depositó una gota del antisuero y otra 

gota del antígeno de Corynebacterium pseudotuberculosis,  se 

homogeneizaron ambas gotas, se observó al portaobjeto en la caja' de 

fondo obscuro y a los 2 min. se empezaron a formar pequeños grumos, 

interpretándose el resultado, como positivo a la aglutinación. 
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PRUEBA DE TITULACIÓN 

Es con la finalidad de detectar hasta que dilución o titulo es . 

capaz el antisuero de reaccionar con el antígeno de Corynebacterium 

pseudOtUberCulosis,  colocándose una gota del mismo en, un 

portaobjeto, al cual se le adicionó una gota del antigeno de 

Corynebacterium pseudotUberculdsis. 

4) DETECCIÓN DE RRACCIONIO c19110A8  

Se tomó por separado una colonia de Staphylococcus  spp. y otra 

StreptococCus.spP.,  y con una asa de. 'inoculación, se mezclaron 

la gota del antisuero en.  un pOrtaobjeto. 
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RIMULTADOS 

SI utilizaron 4 conejos marcados con los números 2, 3 y 4 (los - 

que se inocularon),, y con el número 1 (cOnejo control)• Los 4 

conejos se•ubicaron en la misma jaula. 

Los resultados de la titulación de los sueros se pueden. 

observar en el Cuadro 4, los cuales,  eStán exPresados en diluciones 

dobles y en logaritmo decimal, debido a que en la revisión 

bibliográfita se, especifica de ésta manera, (Hard, 1970; .Holstad, 

1986$ Koletad y cOl. 1988; Kuria y col., 1989; Larsen y. col., 

1988; Lund y col., 1982-A; Menzies y col., 1989;.  Pépin y col., • 

1989) 

Los resultados muestran que los conejos presentan un titulo de 

1:8 (0.9 logw), en la primer semana después de la inoculación. En 

la segunda semana los títulos alcanzados fueron de 1:8 (0.9 109:0) 

en el conejo 2; de 1:64 (1.8 logio) en el conejo 3 y de 1:16 (1.2 

logio) en el conejo 4. 

En la tercer semana los títulos fueron de 1:64 (1.8 1091-) en 

el conejo 2; en el conejo 3 de 1:128 (2.1 loch) y en el conejo 4 de 
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1:64 (1'.8 logio). En esta semana se completaron 3 inoculaciones a 

cada conejo. 

En la cuarta semana los conejos tenían 4 inoCulaciones tada 

uno y sus títulos fueron de 1:129 (2.1 logro) en los conejos 2 y 

Y-de 1:256 (2.4 logw) en el conejo 4.. 

En la quinta semana los conejos llevaban 5 inoculaciones cada 

uno, y sus titulos fuerowde 1:255 (2.4 . 109w) conejo 2, 1:4096 (3.6 

1091d - conejo 3 y 1:2048 (3.3 100710) en el conejo 4. 

En la gráfica No. 1, se observa la elevación de los títulos 

que presentaron los conejos inoculados y el control. 

En la gráfica No. 2, se observa en forma logarítmica el 

promedio de titulación de los sueros de los conejos inoculados, 

donde se Puede apreciar que el máximo titulo promedio fue de 3.6, 

en el conejo No. 3. por lo tanto se seleccionó el suero de éste 

conejo para la realización de las pruebas siguientes, por ser el 

titulo más alto, dilución doble 1:4096,(3,6 logo). 
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TITULACIÓN DE LOS SUEROS DE CONEJO INOCULADOS CON. EL ANTÍGENO DE 

Corynebacterium peudottiberculosis 

CUADRO 4 

DILUCIONES DOBLES 

CONI1J0/8ENANA . 4 4 4'  5'  

1 (CONTROL) O O O O O 

2 1:8 1:8 1:64 1:120 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 	RASE 	0g. 	10 

1 	(CONTROL) 0 0 0 0 0 

2 0.9  0.9 1.8 2.1 2.4 

3 0.9 1,8 2,1 2,1 3,6 

4 0,9 1.2 1,8 2.4 3.3 

PROMEDIO 
(21 	3 Y 4) 

0.9 1.3 1,9 2.2 3.1 

VALOR MÁXIMO 1;8 1:64 1:128 1:256 1;4096 

VALOR MININO 1:8 1:8 1:64 1:128 1:256 
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TITULACION DE SUEROS DE CONEJOS 
INOCULADOS CON 	nseudotuberculosi4 

1;2000 

DILUCIONES 

1:5000 	  



3,1 

1,3 

H.. PROMEDIO: DLTITUiJkCiON. 	SWIROS:..DE .  

•••(.121,1: • 
• • psorldhjubérc• d1c., 5i5",:  

(P4 

VALOR 

ta. 	2a, 	3a, 	4a, 	5a, 

5EMANA ,  

-'-PROMEDIOS CONEJOS -CONEJO 

GRAFILA 2 
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IDENTIFICACIÓN DE LAS CEPAS DE CorynebacteriuM 

pseudotuberculosis  A PARTIR DE MUESTRAS 

3 2 

AISLAMIENTO No. IDENTIFICACIÓN CEPA 

1 8 

2 

4 4 

5 7  

5 6 

7 

K 8 

10 

11 

12 

13 

AIRAMIENTO DE CEPAS DE Corynebacterita pseudatuberculosia 

-A partir de las muestras de rastro fueron aisladas 13 cepas 

que fueron identificadas de. acuerdo . a sus Caratteristicas 

bioquimicas como Corynebacterium pseudotuberculosis  -(ver cuadro 5). 

CUADRO 5 

48 



PPUlak DS TIVJLACIU 

En esta prueba se pretendió establecer hasta 4ué dilUción del 

suero era posible,apréciar aglutinación... 

La:aglUtinación se detectó en la dilución 1:64.. 

PRUEBA DE AGLUTINACIÓN RÁPIDA IN PORTADBJETO 

Lea cepas aisladas de CorynebaCterito psetdotuberculosis  

fueron puestas en contacto con el antisuero para la réalilación de 

la prueba de. aglutinación en portaobjetos, y. los resUltados se 

aprecian en el cuadro 6. 
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CUADRO ,6 

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE AGLUTINACIÓN EN PORTAOBJETO CON LAS 

CEPAS DE Corynebacterium pseudotuberculosis  AISLADAS DE MUESTRAS 

DE RASTRO 

AGLUTINACIÓN 

CEPA DE 
Corynebacterium 

pseudotuberculosis 

CONTROL 
corynebacteriilin 

pseudotuberculosis 

8 DUDOSA 

N DUDOSA 

2 

4 

7 

5 

G DUDOSA 

F 

E 

Se observan grumos (aglutinación).. 

DUDOSA: La aglutinación no se percibe con claridad. 
El promedio del tiempo de aglutinación fue de '5 min,' 
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DETECCIÓN DE REACCIONES CRUZADAS 

Para ello se hizo reaccionar el antisuero producido con las.  

cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis, Staphylococcus  spp. 

Streptococcus spp , y los resultados aparecen en el siguiente 

cuadro. 

CUADRO 7 

REACCIONES CRUZADAS 

ANTISUERO 	11OLUCLÓN- 
'SALINA. 

Corynebacterium - + — 

-- 

pseudotuberculosis 

Staphylococcus spp, 
 

StreptocOccus spp.  

Como podrá observarse el antisuero reaccionó únicamente. con 

Corynebacterium pseudotuberculosis,  por lo cual se consideró.Viable. 

POR ser utilizado en la prueba de aglutinación de portaobjetó.. 



DISCUSIÓN 

Recientemente se han introducido en el mercado una serie de 

Kits de diagnóStico, que tienen como finalidad la identificación,  

rápida de diferentes microorganismos, por ejemplo la prueba de 

aglutinación de . látex en portaobjeto para StaPhylococcus aureus 

producidapor J. s Medical Associates Inc. USA 'y la prueba d 

aglutinación para Pseudomona aeruginosa,  producida por Rougier 

Brotech Ltd. Es por esto que el presente trabajo trató de 

incursionar en el logro de un método.rápido para la identificación 

de CorynebacteriuM pseudotuberculosis,  con ahorro de tiempO Y 

Medios de cultivo;'  mediante una prUeba Sencilla de aglútinación en 

POrtaobjeto, teniendo como antecedente el empleó de esta prUebe en 

forma experimental pór inveStigadores de otros palsesi(AUgUstine, 

1986,' Brogden y col. 198491Cameron y col., /972; Cámeron y col., 

1973; Holstad y col. , 1988; Lund y col., 1962A; Morales, 1992) 

En base a loS resultados obtenidos se pudo obServar que 

despUés de la primera inoculación vía subcutánea con un antígeno.  

completo de Corynebactérium pseudotubérculosis  con. Adyuvante 

Completo de Freund en proporción de 1:1, en los conejos; los sueros 

tuvieron un titulo de 1:8 (0.9 logro), 'alcanzando-  en la quinta 

semana 1:4096 (3.6 logro); comparando este trabajo con el realizado 
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por Morales (1992), en el cual evalúa una bacterina 

CorynebaCterium pseudotuberculosis  empleando varias pruebas, entre 

ellas una modificación de la prueba de aglutinación lenta en tubo, 

muestra como resultado de la primera inoculación en cuyes via 

stibcutánea 1:128 (2,1 logn)i alcanzando en 'la quinta inoculación un 

titulo de 1:4096 (3,6 logo), lo cual indica qué no hubo Variación 

en los resultados aún cuando se emplearon antígenos bacterianos 

'sometidos a diferentes . tratamientos: con una sola -característica en 

común, la presencia de tween 60 en ambos para ejercer un efecto 

dispersor del crecimiento en acumulos que tiende a presentar, 

Coqnebacterium pseudotuberculosis  y puede interferir con la.  

respuesta inmune 

Para la elaboración del antígeno se utilizó Una cepa de 

Corynebacterium pseudotuberculosis . .~nida  a partir de un . caso 

Clínico, sin embargo timaron utilizadas para la. realización de .1a 

prueba de aglutinación 13 -cepas diferentes aisladas a partir de 

muestras de rastro; lo cual nos indica que existen propiedades 

álltigénicaS - semejantes en todas las cepas independientemente de su 

origen, Hay reportes de diferencias en cepas de Corynebacterium 

pseudotuberculosis  en base a propiedades bioquimicas (biotipos 

nitratos 	y biotipol nitratos -)1 y en lo referente a 
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toxigenicidad, su composición antigénica en base a pared celular es 

similar en todas las especies. 

El antisuero producido tiene utilidad para la identificación 

dé Corynebacterium pseudotuberculosis mediante la prueba de 

aglutinación y puede diferenciarlo de otros piogenos Gram 'positivos 

que pueden estar inyolucrados en producción de abscesos en loa 

animales, como son especies del ,género Streptococcus y 

staphylocoCcUs,  como se pudo apreciar en las pruebas de  

aglutinación que dieron resultados negativos con estas bacterias; 

sin eMbargo es posible que -,el antisuero .pueda reaccionar contras 

especies del genero Corynebacterium,  puesto que todas comparten, . 

características :antigénicas en pared celular que también son 

semejantes a otros Aénerot baCterianos, por lo cual fueron. 

incluidos en el grupo CMNR (Corynebacterium Mycobacterium, 

Nocardia y Rhodococcus)  debido a esto, las reacciones cruzadas 

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

incluyen estos microorganismos, como en el caso de la Johnina, que 

puede dar reacciones falsas (+) cuando el animal esta infectado con 

corypebacterium,  debemos considerar además que tenemos la ventaja 

de que son muy pocas especies diferentes a Cdrynebacterium 

pseudotuberculosis  que pueden causar infecciones en pequeños 

rumiantes de la importancia económica de la Linfadenitis Caseosa. 
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Los, resultados de este trabajo pueden dar..también la pauta 

para utilizar la Prueba en lorma inversa, produciendo el :antígeno 

para trabajar con sueros procedentes de animales sospéchósos ,y 

realizar una.prueba.semejante a la de tarjeta para el diagnóático 

de BruCelósis, 
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CONCLUSIÓN 

1. La, prueba de 'aglutinación es útil, .para la identificación 

de CorYnebacterium pseudotuberculosil  a partir de cultivos Pubos. 

o existen .reacciones cruzadas con. StreptocóCcus y 

StaphylocoCcuál  pero es posible que existan con especies del-.género 

CorYnebabteriumé  Pliesto que todas comparten características 

antigénicasi 

3.- Otro paso para tener mayor especifiCidad en la prtieba• 

seria emplear la técnica de inmunoelectrotransferencia para'  

determinar eéPecIficamente los antigénos de CorynebáCteriUm 

pseudotuberculosis,  que reconoce el suero, 
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