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RESUMEN. 

La enfermedad producida por Dennatophifus congofensis (D. congolensis) es llamada 

streptothricosis o dermatofilosis. Esta tiene una distribución mundial afectando a muchas 

especies animales; no obstante, la infección se observa mas frecuentemente en ganado 

bovino, ovino, caprino y equino. 

la dermatofilosis es responsable de la muerte de un gran número de animales que la 

padecen. La infección se manifiesta por una invasión en las capas superfidales de la 

epidermis produciendo dermatitis exudativa, pioderma sl1perficial y en ocasiones se 

desarrolla linfadenitis supurativa o lesión subdermal granuioma!osa. 

La identificación de D. congo/ensis generalmente se basa en el hallazgo de las 

características morfológicas específicas en la tinción y el crecimiento en los medios de 

cultivo para D. congolensis: la identificación definitiva se hace en base en ciertas 

propiedades bioquímicas. 

Los antigenos de D. congolensis que estan involucrados en una respuesta inmunológica 

no han sido bien definidos, el presente trabajo pretende identificar ios antígenos 

inmunodominantes en las cepas aisladas a partir de ovinos. 

Para tat efecto se realizará la ic;ent!f¡cación electroforética de las proteínas que 

constituyen a D. congo/ensis en geles de pol:acrilamida dodecil su:fato de sod:o (SDS

PAGEl; posteriormente se realizará el reconocimiento de los antígenos 

inmunodomínantes por la técnica de inmunotransferencia, para lo cual serán producidos 

previamente sueros hiperinmunes en conejo contra este actinomiceto. 



1. INTRODUCCiÓN. 

1.1 GENERALIDADES. 

la infección provocada por Dermatophifus congolensis (derma!ofilosis) es 

una enfermedad en la piel que puede ser aguda, subaguda o crónica que afecta a 

un amplio rango de especies animales y al hombre. Esta tiene una distribución 

mundial con mayor prevalencia en regiones húmedas, tropicales y subtropicales 

(Zana, 1993). 

La derma!ofilosis fue reportada en 1910 por Van Saceghem (Pospil, 1992). 

Esta infecdón fue descrM como una enfermedad especifica del ganado bovino en 

el antiguo Congo Belga y al agente que la provoca se le denominó Oermatophi/us 

congofensis (D.congofensisl (Hott, el. al., 19S -1-). 

Esta infección es también conocida bajo diferentes nombres dependiendo 

de la especie hospedadora y de su apariencia clínica. Esta fue originalmente 

llamada "dermatitis contagiosa" pero debido al número de agentes infecciosos 

conocidos que causan dermatitis bovina, el nombre resultaba inapropiado. 

Algunos otros nombres empleados como dermatitis nocardial y nocardiosis 

cutánea son erróneos ya que el agente causal es morfol6gicamente distinto de 

Nocardia. La enfermedad en ovejas es comúnmente denominada dermatitis 

micótica y la infección en ganado bovino se denomina estreptotricosis cutánea, 

aunque eXisten otros nombres locales incluyendo: enfermedad de Senkobo en 

África central y Klrchi en Nigeria (Zaria, 1993). 



El término dermatofilosis es un nombre común para esta infección en todJS 

las especies afectadas (Radostits, 1985). 

Originalmente el agente etiológico de la infección fue nombrado 

D.congo/ensis; posteriormente se designó como Actynomices dermatonomus, 

Actynomices congo/ensis y Streptotflnx bovls: actualmente está clasificada dentro 

de la familia Dermatophilaceae con un sólo género (Austwick, 19-85). Alguncs 

autores han estudiada el género Oermatophi/us tratando de ampliarlo con otras 

dos especies D. pedis y D. dermatonomus. No obstante, estudios serológicos y 

bacteriológicos demostraron que estas cepas pertenecen a D.congolensis siendo 

asi la única especie del género (Pijoan y Tortora, 1986). 

La dermatofilosis es considerada por la Organización de las Naciones 

Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO) como una de las cuatro 

principales enfermedades bacteriológicas que afectan al ganado vacuno y otros 

animales como ovejas, caballos y cabras: consecuentemente afecta el desarroilo 

de la industria de! ganado en regiones tropicales especialmente en África en 

donde fue reportada también la infección natural en camellos (Sanders, et. al., 

1991 ). 
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1.2 MORFOLOGíA. 

El agente cal.<sal :le la dermatofilosis es una bacteria Gram positiva, 

microaerofílica, filamentosa, la cual se encuentra sólo en la epidermis. 

Esta bacteria presenta características especiales en cuanto a su forma de 

reproducción. El estado infectivo son cocos móviles llamados zoosporas que son 

atraídos hacia lesiones microscópicas del estrato córneo donde proliferan hasta 

formar filamentos largos mal nombrados micelios; estos filamentos se dividen 

hasta formar paquetes de zoosporas las cuales pueden permanecer en las 

costras formadas y pueden sobrevivir por periodos muy prolongados cuando las 

condiciones son favorables, estos paquetes son liberados produciendo nuevas 

infecciones (Pijoan y Tortora, 1986). 

La germinación de la espora da lugar a un micelio de filamentos estrechos 

y puntiagudos con ramificación lateral en ángulo recto. Al trazarse los tabiques 

longitudinales, los filamentos se abren desde su diámetro inicial de O 5 a 1.5 !lm, 

siempre adelgazándose distal mente, La formación de enjambres de zoosporas 

cocoldes móviles completa el ciclo, tal como se ilustra en la figura 1 (Nicole!, 

1985). 



~~se de <;€njncci,:;;, 

F'lgura No 1. 

Ciclo evolutivo de D.congolensis. 

(Nicolet, 1985}. 

1.3 PATOGENlA. 

Existen muchas incógnitas sobre el conocimiento de la patogenia de la 

dermatofi)osis, se sabe que las costras y escamas de animales infectados 

generalmente contienen elementos vivos de D.congolensis; cuando los animales 

están sanando las costras y escamas se desprenden, sugiriendo que un animal 

contaminado podría infectar a airas (Píjoan y Tortora, 1986). No obstante, puede 

presentarse una inhibición de D.congofensís por Susls'lcias producidas por 

bacterias encontradas sacre la piel de animales sanos. Se ha reportado que la 

piel de borregos sanos contiene actividad inhibitoria para el crecimiento in vitro de 

D.congo/ensis (Kingali, el. al; 1990). 
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Estudios efectuados en Australia demostraron Que Ocongofensis sobreVive 

muy poco cuando cae en un ambiente donde existe competencia microbiana. El 

conocimiento de esta enfermedad sugiere Que en la mayoría de los casos un 

animal enfermo es la fuente de infección. Además se ha sugerido que la 

transmisión del agente puede estar dada por vectores tales como garrapatas, 

moscas y otros artrópodos. No obstante, queda mucho por estudiar a cerca de la 

transmisión de! agente de un hospedador a otro. Algunos otros factores tales 

como humedad prolongada por lluvias constantes, o bien pequeñas lesiones en la 

piel favorecen la presentación de la enfermedad (Pijoan y Tortora, 1986). 

la infección por O.congo/ensis ocurre cuando el organismo vence las tres 

barreras Que protegen la piel: 1) la epidermis donde se encuentra el pelo o la 

lana, 2) la capa cerosa o sebo, y 3) el estrato córneo. Cuando el microorganismo 

atraviesa estas barreras se multiplica en la epidermis la cual se separa de la 

dermis como un resultado de infiltración, caracterizada por la formación de 

exudado. El organ·lsmo se encuentra rara vez en la dermiS, excepto cuando 

infecta folíCulos capilares. Se ha reponado que la hifa de D.congofensis es 

invasiva y ejerce la fuerza mecánica necesaria para penetrar las células 

epidermales (Zana, 1993). 

los mecanismos de invasión pueden ser bloqueadcs mediante la 

estimulación de anticuerpos específicos de isotipo 19M e IgG2 que favorecen la 

inmovilizac:ón de las zoosporas en la superficie de la piel en rumiantes 

previamente inmunizados (Jenkinson, el al; 1989). 



La hifa es la etapa del ciclo biológico más estrechamente relacionada c(n 

~a permanencia del microorganismo vivo en la epidermis 

Aná[isis de las características bioquímicas, morfológicas y de cultivo fueron 

estudiadas para establecer su relación con faclores de patogenicidad. Así se 

tiene que cepas que presentaron actividad hemolitica y enzimática asociada 

contra caseína y lípidos tienen relación con la infectividad (EI[is, el. al; 1993). 

Durante crecimientos in vitro la hifa secreta antígenos y enzimas 

proteotíticas en el medio de cultivo. La actividad proteoiítica se ha asociado a [a 

virulencia de D.congolensis (Ambrusen, 1996). Se puede presentar una invasión 

bacteriana secundaria y producir una supuración extensa y una toxemia severa 

(Redostis, 1985), o bien producirse una infección simultánea por virus. Se ha 

reportado que la dermatofilosis puede estar asociada con el virus de ectima 

contagioso en borregos (Tortora, el al; 1891). 

La dermatofllosis en ovinos, afecta las partes cubiertas con lar,a Los 

signos tempranos de la infección son observados como áreas eritematosas 

seguidas de exudado con formación de costras las cuales se separan de la piel 

cuando la lana crece; es posible que estas costras permanezcan unidas a la lana, 

o bien si las fibras de la lana se rompen las costras pueden desprenderse. En 

casos crónicos las costras y las fibr~s unidas a ellas pueden permanecer pegadas 

a la piel produciendo con ello un engrosamiento y endurec~mier.to de la misma. 



Si es removido ';ste material 8S común observar úlceras con puntos 

hemorrágicos que le can la apariencia de fresa, de ahí que a esta infección se le 

ds el nombre de pudrición en fresa o Dermatitis proliferativa (Pijoan y Tortora, 

1986). 

En las etapas subsecuentes de la infección ocurre una extensa 

proliferación en la raíz del folículo capilar, lo cual probablemente represente el 

sitio inicial de infección en la enfermedad natural (Radostis, 1985). Resultados 

experimentales han establecido que D. congolensis causa granulomas y abscesos 

en la epidermis (Jubb, el al; 1985). Las lesiones granulomatosas consisten de 

colonias bacterianas en el centro rodeada principalmente por neutrófilos, 

macrófagos y células epiteliales U"'omotani, el. al: 1984). 

En la respuesta inflamatoria mediada principalmente por neutrófilos, se 

inhibe la penetración profunda de D. congolensis. A las 24 horas pos·inferoón, la 

regeneración epidermal se establece y después de 36 horas la epidermis esta 

totalmente regenerada. La presencia de la bacteria estimula un proceso de 

queratinización prematura en la epidermis debido a la producción y excreción de 

exoenz.imas capaces de degradar queratina (Hanel, el. al: 1991) asi la bacteria 

invade el epitelio convirtiendo al foliculo capilar en un reservorío permanente 

estimulándose así otra respuesta inflamatoria (Jubb, el. al: 1985), 

La dermatofilosis afecta la reproducción animal en varias formas, en 1983 

se reportaron algunos casos de esterilidad en toros que presentaban infección 

escrotal generalizada y espermatogenesis anormal. 

a 



Las vacas pueden sufrir de atrofia de ovarios como resultado de un efeuo 

debilitante general provocado por la infección (Samui y Hugh-Jonese; 1990). 

Se ha observado también que las lesiones que se presentan en el vientre 

de las vacas a menudo afecta las ubres provocando con esto la formación de 

costras haciendo casi imposible que amamanle a los animales lactantes, esto 

eventualmente conlleva a un bajo crecimie~to de los animales lactantes y puede 

resultar letal para animales jóvenes (Samui y Hugh-Jones; 1990). 

En humanos, la enfermedad ha sido reconocida en varias formas y algunos 

investigadores creen que D,congolensis puede estar asociado con queratólisis 

humana (Loyd and Walker. 1993). Además se ha observado en humanos que la 

dermatofilosis produce una dermatitis pustular dolorosa aguda, Recientemente la 

bacteria ha sido identificada microscópicamente en la lesión de queratólisis 

demostrándose que es el agente causal de esta enfermedad asinlomatica erosiva 

la cual es confinada primeramente al estrato córneo de la piel (Albrecht, el. al., 

197.1;' Sin emba,go 'la enfermedad no es muy reportada en humanos, por lo tan\o 

se :iene poco conocimiento de la relación de este agente infeccioso en humanos 

(Noble, 1980). 
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1.4 EPIDEMIOLOGíA. 

La enfermedad es más común en regiones tropicales y subtropicales donde 

puede provocar grandes pérdidas económicas; por ejemplo, se ha reportado que 

la dermatofilosls afecta el ganado bovino teniendo un gran impacto principalmente 

en la producción de leche en ganado en Zambia (Samui and Hugh-Jones; 1990). 

El daño a la lana provoca severas pérdidas económicas representadas por 

una d;sminución del 39% de su valor y un 40% en el valor de la piel (Radostis. 

1985), Además, esta enfermedad tiene gran impacto en la reproducción del 

ganado vacuno, producción de leche y carne (Samui 'f Hugh-Jones, 1990; Wilklnson. 

1979\ 

Estudios rea:izados en ganado en África reportan porcentajes de 

prevalencia de aproximadamente el 15% con un porcentaje de infección del 100% 

en algunos rebaños. En climas templados la enfermedad es esporádica, pero 

puede representar un factor de considerable importancia económica en manadas 

y rebañes donde existen factores predisponentes que resulten en una alta 

prevalencia de la enfermedad (Radostis, 1985). 

Animales de todas las edades sen susceptibles, incluyendo lactantes de 

pocas semanas de nacidos. En los animales jóvenes la infección iniCia en el 

hocico probablemente debido al contacto directo con el cuerpo de la madre al 

momento de alimentarse (Radostis, 1985). Se han comprobado 

experimentalmente que la mal nutrición de animales jóvenes influye en una mayor 

predisposición a la infección por D.congo/ensis ($anders. el. al; 1990), afectando 

i ,~. 



también los resultados obtenidos en la aplicación de vacunas (SandeiS el. a!, 

1991 ). 

Se sabe que la susceptibilidad de los animales esta dada por las 

deficiencias en los mecanismos de Inmunidad inespecifica, Sasaika y col. en 1993 

han erJatizado que defectos en la Inmunidad mediada por células granulocikas, 

macrófagos y células NK incrementan la susceptibilidad a la dermatofi!osis en 

ratones gnotobióticos con deficiencia Inmune congéni:a; en contraste aquellos 

~atones atimicos con deficiencia de células T fueron menos susceptibles a 

padecer \a infección (Sasainka, el. al, 1993). 

1.5INMUNOLOGiA. 

la inmunología de la dermatofilosis no esta bien entendida: no obstante 

estudios en la materia se han enfocado principalmente a la serología como 

eVidencia. asi como también a la investigación de sus componentes antigénicos 

como posible herramienta para el diagnóstico. la evaluación de la respuesta 

Inml.inltaria durante la infección por O congolensis puede proveer valiosas 

he,ramientas para el diagnóstico de la infección El uso de técnicas de biología 

molecular y de anticuerpos monoc1onales par3 estudiar las antígenos de D. 

congolensis así como la evaluación de la respuesta inmunológica puede ayudar a 

establecer un diagnóstico efectivo para aquellos animales que presentan 

dermatcfilosls (Zana, 1993; How. el. al: 1988), 



Para el examen microscópico de las l.1uestras es necesario preparar frotis 

gruesos teñidos con el colonnte de Giemsa aunque también se puede utiliz3r 

azul de metileno o colorante de W,ight. El material clín::::o puede ser cul:ivado por 

estría directamente a un medio sólido o bien, puede ser pulverizado primeramente 

en un mortero, diluyéndose con solución salina fisiológica y después ser 

inoculado. Para su crecimiento, la bacteria requiere de un medio enriquecido 

como agar sangre ° agar BH! (Pijoan y Tortera, 1986). No crece en medios de 

Sabour8ud ni en medios que contengan antibióticos (Bailey y Scotts. 1990). A 

pesar de esta condición, se han desarrollado dos med:os para ei aislamiento de 

D.congolensls los cuales contienen combinaciones de metanosulfonato de 

colistina, ácido nalidixico. nis!atina y verde de malaquita (Wekhe, S N; 1989) 

Se ha reportado que las cepas de O.congolensis crecen bien 

aeróbica mente a 37°C en los medios selectivos mencionados anteriormente Se 

ha observado también un crecimiento abundante empleando medio de loeffier. 

Las colonias observadas son irregulares de color grisáceo con una textura 

granular y presentan ~ hemólisis después de 24 horas a 37°C en agar sangre 

(Bailey and Scotts, 1990). las coionias de alsiamie",tcs frescos comienzan a 

hacerse mucoides aproximadame.1te a las 72 horas (Lennette, 1987) Las pruebas 

bioquímicas como catalasa, ureasa, hidrólisis de caseína, entre otras representan 

una buena herramienta en el diagnóstico acertado de D.congcfensls (Carter and 

Cale, 1990). Se ha propuesto también que el empleo de la técnica de 



contrainmunoelectroforesis resulta ser un método útil y efectivo en e[ diagnógtico 

de [a infección por esta b2r::teria (Makinde and Majiyagbe, 1982). 

1.7 TRATAMIENTO, 

El tratamiento de [a infección se realiza de forma individualizada, 

administrándose antibióticos por vía parenteral en dosis única, generalmente con 

resultados efectivos. Tetracic1ina (5mg/Kg de peso) y tetraciclina de amplio 

espectro (20 mglKg de peso) ofrecen excelentes resultados en ganado vacuno y 

ovejas. La penicilina y!a estreptomicina en altas dosis (70 mg de eslrep:omicina y 

penicilina procaínica G 70,000 unidades/Kg de peso) se ha recomendado con un 

100% de eficacia en ovejas con infección generalizada (Scrivener and Vizar, 1995), 

La ciclofosfamida administrada oralmente en dosis de 25 mg/Kg de peso 

soja representa un tratamiento efectivo en el 77% de los casos: cuando este 

tratamiento se combina con penicilina por vía parenteral y estreptomicina el 

porcentaje de recuperación se incrementa hasta 93% (Radostits, 1985). 

D.congolensis es susceptible a muchos antibióticos; no obstante, la 

reinfección es relativamente frecuente debido a que la dosis terapeútica fracasa 

para alcanzar al microorganismo en las costras que presentan una distribución 

dispersa. Para controlar la infección, el tratamiento de casos clínicos debe ser 

probado con antibióticos capaces de alcanzar niveles séricos bactericidas sin 

riesgo de toxicidad para e[ animal (Hermoso de Mendoza, el. al; 1994). 



Los antígenos que ;x(lvocan una respuesta inmunológica no ha:l sido bien 

definidos, estos podrían ,A':rticipar como factores de p:3.togenicidad o virulencia 

(Ambrusen, 1996). 

1.6 DIAGNÓSTICO. 

El diagnóstico primario de dermatofilosis está basado en los signos clínicos 

de la enfermedad. principalmente en la aparición de lesiones características sobre 

el cuerpo de animales infectados. La demostración de la presencia del 

microorganismo en una observación directa al microscopio de una muestra de la 

leSión, teñida con Giemsa es importante para el diagnóstico presuntivo (Pijoan y 

Tartoja, 19B6). El diagnóstico confirmatorio de la enfermedad se puede hacer 

mediante el aislamiento del mlcroo~ganismo por cultivo en medios bacteriológicos 

y su posterior identificación mediante un perfil de pruebas bioquímicas. La 

inoculación de material obtenido de animales infectados en animales de 

laboratorio como conejos, cobayos o ratas se realiza con el fin de provocar la 

infección experimentalmente; la evaluación del tipo de lesión característica de 

esta bacteria se emplea como una forma de diagnóstico. Se ha reportado 

también que D.congolensis puede propagarse en embriones de pello, 

especialmente si la fuente de donde se obtiene no está muy contaminada por 

otros microorganismos, adicionalmente puede ser empleado en el diagnóstico de 

la enfermedad (Zana. 1993) 
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11. OBJETIVO GENERAL. 

Identificar mediante electroforesis e inmuno!ransferencia antígenos 

inmunodominantes en cepas de Dermatophilus congolensis aislad2.s a partir de 

muestras clínicas de ovinos. 

111. OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. Aislar e identificar a O.congo/ensJs a partir de muestras clínicas de ovinos. 

2. Realizar la separación e ident'lficación mediante corr'lm':ento elec!roforético de 

proteínas de D.congolensis. 

3 Producir suero hipenmune en conejo contra las zoosporas de D.congolensis. 

4. Titular el suero hiperinmune producido mediante la técnica de ELlSA de tipo 

indirecta. 

5. Identificar mediante inmunc~railsferencia los antlgenos inmunodominan!es de 

D.congolensis. 



IV, JUSTIFICACiÓN, 

La infección causada p:)( Dermatophilus congolensis (dermatofilosis) es 

una enfermedad que afecta principalmente a ovinos, bovinos y equinos. Esta 

infección es de gran importancia económica en regiones húmedas tropicales 

donde produce severos dañes económicos afectando principalmente la 

producción de leche y carne. Actualmente el diag:réstico es de tipo clínico 

basándose en la observación de las :esiones; sin embargo. este diagnóstico no es 

confiable; es por ello que surge la necesidad de evaluar nuevos métodos que 

permitan establecer un diagnóstico rápido y certero. la evaluación de antígenos 

específicos asociados con la infección puede ser una buena altemativa debido a 

que la información publicada a cerca de la caracterización antigénica de 

Dermatophilus congolensis es mínima_ El presente trabajo pretende definir los 

principales antigencs inmunodominan!es de esta 

Veterinaria_ 

importante bacteria en 



v. DIAGRAMA DE FLUJO. 

Ob!enci6n de muestras clínicas de ganado ovino scspe<:hoso de de¡m¡¡!ofilcsis 

Aislemiento e iden!ificación de Dennatoplli1us congolenSi$. 

Producción y titulación de suero hiperinmune 

en conejo contra D,congolensis. 

j 

Identificación electroforética de 

las proteínas de O.congo/ensis. 

Identificación mediante inmurlotransferencia de los a'1tioenos inmurtodominantes de 

D, con~lensis. 



Vi. MATERIAL Y MÉTODOS. 

6.1 Obtención de muestras clínicas de ovinos con probable dennatofHosi-... 

Se realizará la toma de muestra de ovinos que sean sospechosos a 

dermafofilosis en los sitios de lesión donde existan costras o bien torr.ando lana 

del mismo sitio, 

6.2 Aislamiento e identificación de cepas de Dermatophilus congo/ensis a 

partir de muestras clínicas. 

6.2.1 Aislamiento. 

Se !omar¿n fragmentos pequeños de costras y escamas y se colocarán en 

frascos o tubos pequeños, se agregaran 1 mi de agua destilada estéril y se 

mantendrá durante 3 'h horas a temperatura ambiente, se inocularán placas de 

agar sangre del sobrenadante y las placas serán colocadas en una campana de 

desecación a \a cual se le reducirá la tensión de oxígeno por medio de una vela 

encendida, se incubará a 37 0 e por 24/48 horas esperando la aparición de las 

colonias después del periodo de incubación. Las zoosporas serán resembradas 

en agar infusión cerebro corazón (BHI) a 370 e durante 18 horas, posteriormente 

serán agitados suavemente a 250 e con aireación y se filtrará a través de un filtro 

Whatman No 1 para remover restos filamentosos. El filtrado será lavado tres 

veces en buffer salino de fosfatos pH 7,2 (PBS) (Gogolewiski, et. al; 1992). 
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6.2.2 Identificación. 

Las pruebas que se utilizarán en el laboratorio para la identificación de 

D.congolensis se presentan en la tabla 1. 

TABLA 1. 

Tinciones y reacciones bioquímicas de D.congofensis uti~¡zadas para su identificación. 

TECNICAS REACCION 

Tinción de Gram • 
Tinción ácido-resistente -

Cata lasa (H;O:,) • 
Ureasa • 
Amil2sa • 

Hidrólisis de C8seina • 
Coagulación de suero Loeffle(s , .. (raramente·) 

Peptonizació~ de leche • 
Producción ae á(;jdo: 

Glucosa I • 
laclosa . 
Maltosa • 
Suerosa -

Xllosa -

Fructosa • 
Galac:osa "fvanable 

(Carter aM Cole, 1990). 



6.3 Análisis electroforético de las proteínas de D.congolensis. 

Se realizará la el-,r:troforesis en gel de poliacrilamida dodec:1 suifato de 

sodio (SOS-PAGE) con concentraciones de 7.5-12.5% para el gel de separación y 

de 3 al 4% para el gel de concentración por el método descrito por Lammlt 

(Lammli, 1970) como se describe a continuación: 

Se armará el molde del gel de electroforesis. 

Se preparará la solución del gel separador deseado sin inclu:r el persulfato 

de amonio ni el TEMED, añadir estos reactivos. agitar y vertir la sc:ución en el 

molde hasta un nivel aproximado de 3-4 cm del borde superior de la ranura. 

Con mucho cuidado y lentamente pipetear alcohol isopropílico hasta formar una 

fina capa sobre la superficie del gel. Dejar polimerizar por 30 - 40 mino 

Decantar el agua o butanol y absorber el remanente con un papel filtro sin dañar 

la superfiCie del gel 

Repetir los mismos pasos Dara la preparación del gel de concen:raclón. 

Colocar el peine de (efión y dejar polimerizar aproximadamente 5 minutos. Los 

geles se puede usa~ inmediatamente o guardar hasta el día siguiente a 4°C. 

Se vierte agua en los pozos de aplicación de la muestra y se saca el peine con 

mucho cuidado 

Añadir el buffer de corrimiento para la electroforesis a las cubetas superior e 

inferior de la cámara de eJectroforesis y hacer un precorrimien~o del gel durante 

10-15 minutos a 100-125 V. 
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Preparado el gel, se adicionan las muestras previamente prepa,adas como se 

describe a continuación: 

Las zoosporas se resuspenderán en 0.5 mi de PBS a una concentración de 6x 10e 

unidades formadoras de colonia (UFC). Estas serán digeridas en buffer muestra 

(Tris-Hel O.5M, pH 6.8; Glicerol 10%, SOS 0,346M: 2 l3-mercaptoetanol 005%; 

azul de bromofenol 0.05%) por ebullición durante 5 minutos (Gogolewiski, el. al; 

1992). 

Aplicar 20 1-11 de cada muestra y los patrones de peso molecular en !os carriles 

seleccionados, utilizando para ello una jeringa Hamilton. Correr la eledroforesis a 

100-120 V (20-30 mAl hasta que el colorante alcance el final del gel, 

Sacar con cuidado el gel de entre los cristales y colocarlo en una solución de azul 

brillante de Coomassie R-250 a11% durante 45 minuto para visua,izar las bandas 

de las proteínas. Posteriormente se decolorarán con la solución desteñidora 1 la 

cual es una mezcla de metan 01 áCido acético yagua (5: 1'1 ,25) durante 1-3 horas. 

Para eliminar el exceso de colorante. el gel se coioca~á posteriormente en una 

solución desleñidora 2 la cual esta formada por metanol. ácido ácetico yagua 

(1:1.417.6). 
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6.3.1 Determinación del ,J~so molecular de las protehas. 

El peso moiecular de las proteínas observadas en el gel será calculado 

mediante una curva estándar de proteínas con peso molecular conocido. Esta 

curva estándar de proteínas se realizará trazando el coeficiente de movilidad 

relativa (Rf) de cada proteína estándar contra el Log to de su paso molecular en 

Kd. El antilogaritmo de ese número será el peso molecular de la proteína. 

Rf: Desplazamiento que tiene una muestra con respecto a la distancia total que 

recorre la muestra (Frente de corrimiento). Esto se puede expresar de la siguiente 

maneia: 

Coeficiente de movilidad relativa (Rf)= Dp/Dm. 

Dp= Distancia recorrida por las proteínas 

Dm= Distancia total recorrida por la muestra. 

6.41nmunotransferencia. 

6.4.1 Identificaci6n de las proteínas antigénicas mediante inmunotransferencia. 

Montaje y condiciones de la transferencia. Se cortará un trezo de 

membrana de nitrocelulosa y dos de papel filtro al tamaño del gel obtenido en la 

electroforesis, se humedecerá la membrana yel papel en buffer de transferencia. 

Se ensamblará el gel electroforético, la membrana de nitrocelulosa y el papel filtro 

como se indica en la figura 2_ Se colocarán las partes anteriores en la cámara de 



transferencia cuidando que la membrana de nitrocelulosa quedará del lado Jel 

electrodo positivo, 

La transferencia se correrá a 18 volts d'-Jrante 24 horas con flujo de agua 

constante para evitar un posible calentamiento. Una vez terminada la 

transferencia, se marcará la membrana para tener la orientación del gel 

6.4.2. Detección de fas proteínas transferidas. 

Después de la eleclroforesis SDS-PAGE, el gel será equilibrado 

durante 10 minutos en buffer de transferencia (O.025M Tris base; O.192M glicina; 

20% pro panal) y las proteínas serán eleclrotransferidas hac:a papel de 

nitrocelulosa como lo describe Tobwin el. al, 1979, Las tiras resultantes serán 

lavadas durante 10 minutos en TBS-Tween (0,02M Tris-Hel; Q,5M NaCI; O.05 ch 

v/v T'Neen 20 pH 7.5 j, el bloqueo posterior se realizará durante 90 minutos con 

leche descremada (5% pJv en TaS-T'NE!en) y se incubará durante 90 minutos con 

los sueros hiperimunes contra D.congo/ensis previamente titulados mediante la 

técnica de ElISA de tipO indirecto, se propone realizar dilucicnes dobíes del 

suero hiperinmune obtenido de CDnejos: se deben emplear sueros de conejo 

como un control positivo y un cont'oi negativo. 

Posteriormente, se lavarán las tiras por lo menos tres veces (i5 mimftos 

cada lavado) y serán enfrentadas con proteína A peroxidada después de! 

lavado las bandas de identidad serán reveladas mediante la adición de una 



solución que contiene peréxid::J de hidrógeno y 0:.- claronaftol . Los marcadores de 

peso molecular seran de:r~(::ados con negro de amida al 0.1 % (Towbin, ;979). 

FIGURA No 2. 

Esquema de ensamble del gell nitrocelulosa para Inmunotransferencia. 

ACR,LlCO 

FI9RA 

PAPEL F:l TRO 

GEL DE ?OLlACRiLAMIOA 

MEM8RANA DE NITROCELU~OSA 

PAPEL FilTRO 

FIBRA 

ACRILICO 

6.5 Producción de Suero hiperinmune contra las zoosporas de 

D.congo/ensis en conejo. 

Se inoCtJlará un conejo de raza Nueva Zelanda de aproximadamen:e 2 5 Kg 

de peso con una preparacjón de zoosporas de D.congofensis a una concentracjón 

de 6x1 O~ UFC en 0.5 mi de PBS previamente emulsiflcadas con 0.5 mi de 

Adyuvante Completo de Freund (ACF) con el siguiente protocolo de inmunización: 
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Dia cero: Toma de muestra sanguinea venosa que será ei control negativo. 

Inoculación por vía I.M de 6x1 OÓ UFC en 0.5 mi de PBS + 0.5 mi de ACF 

oia siete: Toma de muestra sanguínea venosa para titular el suero mediante la 

técnica de ELlSA de tipo indirecto. 

Segunda inocuiación con 6 x 108 UFC en 0.5 mi de PBS + O 5 r.tl de Adyuvante 

Incompleto de Freund. 

Día catorce: Toma de muestra sanguínea venosa para titular por ElISA. 

Inoculación de células completas. 

Día veintiuno. Tema de muestra sanguínea venosa para ti:ular por ELlSA. 

Sangrar por punción cardiaca. 

6.6 Prueba de ELlSA de tipo indirecto para la titulación de los sueros 

hiperinmunes. 

6.6.1. Preparación de un extracto soluble de ar;!ígenos a partir de una C<:lpa de 

D.congolensis. 

la preparación de un extracto de antígenos sonicados se reai:zará por el método 

descrita por Martínez, el al; en resumen: 50 mi de un cultivo de 7 días de 

D.congolensis en medio de Bh, serán lavades ¡res veces en agua oestilada 

estéril por centrifugación a 1500 9 durante 15 minutos. las células será.n 

suspendidas en 15 mi de buffer de fosfatos (PBS 0.1 M, pH 72) Y sonicac'as en 

15 ciclos de 1 minuto con intervalos de un minuto entre cada ciclo en un baño de 

etanol-hielo seco. la suspensión será clarificada por centrifugación a 2500 9 



durante 15 minutos ob~.anierdo así ei antígeno crudo. Una suspensión 

enriquecida de pared ceiu1ar se ot::endrá por centrifug2ción de 15 mi de antígeno 

crudo a 20 000 g por 15 minutos y dispersando la pastilla en PBS. La 

centrifugación del sobrenadante remanente a 30 000 g por una hora produciré 

una pastilla enriquecida en membrana citoplasmá!ica bacterial. El último 

sobrenadante después de todas las centrifugaciones constituye la fracción de 

antígenos solubles de D.congolensis. La determinación de proteínas se realizará 

por el método de Bradford. 

6.6.2. Método de EU$A de tipo indirecto. 

La titulación del suero de conejo se realizará empleando la técnica de ELlSA de 

tipo indirecto empleando el método descrito por Martínez. 

• El antígeno se preparará a una concentración de 10 Ilg/ml utilizando buffer de 

carbonalolbicarbotato 0.1 M, pH 9.5. 

• Se sensibilizarán los pozos de poliestlreno con un volumen de 1 00 ~d de la 

solución de antígeno. 

• La placa se incubará durante 2 horas a 37"C ó toda la noche a 4°C. 

• Se eliminará ia solución vertiendo el contenido de los pozos y se seca el 

exceso sobre una gasa. 

• La placa se lava 3 veces con 200 ¡.!I por pozo con la solución de PBS-tvleen 20 

durante 5 minutos en cada lavado. Entre cada lavado se sigue como se indica 

en el paso anterior. 
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• Se incubará la placa a 37°C durante 30 minu~os con 20;) ¡.tí por pozo de u. la 

solución de leche descremada al 1 % en PBS-tvveen 20. 

• Repetir los lavados 

• Se realizarán diluciones dobles del suero de conejo con PBS-tv..-een 20 

adicionando un volumen de 100 111 a cada pozo incubándose durante 1 hora a 

37°C. 

• Repetir los lavados. 

• En cada pozo se depositarán 100 pi de un anticuerpo anti-gamma globulina 

total de conejo conjugado con peroxidasa. incubfmdose a 37°C durante 2 

horas. 

• repetir los lavados 

• Se colocarán 100 111 de la solución íeveladora (H:¡02-<x-cloronaftoi) dura~te 

aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente 

• La reacción enzimática será detenida adicionando 100 fLl de ácido sulfú,ico 2N 

en cada pozo. Se leerá la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm. 
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