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CAPITULO I: Resumen



En la actualidad es bien conocida la Erisipela Porcina como una en
tidad capaz de provocar graves pérdidas econdmicas en las explota-
ciones porcinas en todo el mundo. Debido a &sto es necesario pre-
veer esta enfermedad mediante la utilizacidén de inmunégenos que -
proporcionen alto grado de seguridad en cuanto a la proteccién con

ferida a los animales inmunizados.

En este trabajo se procedid a realizar el cultivo de Erysipelothrix
rhusiopathiae utilizando el M&todo de Crecimiento Liquido Aereado

con el fin de determinar la Curva logaritmica de Crecimiento de es
te microorganismo y obtener asi el rendimiento de la masa celular.

Se utilizd una semilla de Erysipelothrix rhusiopathiae la cual se

cultivo por el Mé&todo Liquido Aereado y por el M&todo Estacionario,
durante el cultivo se tomaron muestras cada 2 horas con el fin de
determinar el pH. y la Densidad Optica para obtener la Curva Loga-
ritmica de Crecimiento; en esta forma se realizaron 3 cultivos.

En términos generales fue mayor el crecimiento de Erysipelothrix -

rhusiopathiae por el M&todo Liquido Aereado, pues la curva loga--
ritmica de crecimiento bajo este método de cultivo se obtuvo en me
nor tiempo. El1 pH Sptimo para el crecimiento de la bacteria es de

7.5

En futuros trabajos es necesario evaluar el crecimiento de Erysipe

lothrix rhusiopathiae por el M&todo Liquido Aereado bajo condicio-

nes de pH controlado, infculo adecuado y nutrientes constantes, ya
que seguramente se podrd obtemer mayor rendimiento de la masa celu

lar para la elaboracidn del inmundgeno.



CAPITULO II: Introduccibn



La Erisipela Porcina es una enfermedad infecto-contagiosa oca-

sionada por la bacteria Erysipelothrix rhusiopathiae que afecta

principalmente a cerdos, pavos, borregos y a otros animales co-
mo caballos, vacas, canarios, dguila dorada y otros pdjaros sal

vajes, perros, gatos, asi como al hombre.

La enfermedad tiene su mayor importancia en el cerdo donde se -
le ha denominado con diferentes nombres, tales como: Fiebre Ro-
ja, Mal Rojo, Enfermedad de la piel de Diamante; en el humano -
se le ha designado con el nombre de Erisipela de Rosembach y -

también como Erisipeloide. ( 9, 16, 35, 36, 42 ).

La Erisipela Porcina tiene distribucidén mundial, se ha reporta-
do en Europa, Africa del Norte, China, Japén, Australia, Nueva
Zelanda y desde principios de este siglo se considera un serio

problema para la industria porcina en el Continente Americano.

En Mé&xico se conocil esta enfermedad cuando el maestro José de
la Luz Gdmez la describids en 1920 y fu& hasta 1966 cuando Espar
za y Ramirez aislaron el organismo por primera vez en Mé&xico, -
es en 1970 cuando se le conciderd una enfermedad de importancia
al presentarse varias epizootias en M&xico y mds recientemente
se sabe que la Erisipela Porcina estd mds arraigada en los esta
dos del centro de la Repdblica como Michoacdn, Queré&taro, Jalis
co, México y el Distrito Federal, asi mismo se ha reportado re-

cientemente en los estados de Hidalgo y Veracruz. ( 2, 35 ).



Finalmente la Direccidén General de Sanidad Animal de la Secreta
rfa de Agricultura y Recursos Hidrdulicos reporta que en el afio
de 1980 las pérdidas econdémicas por Erisipela Porcina en Mé&xico

fueron de 19.4 millones de pesos.

Por lo que se refiere a casos humanos, en el Instituto Mexicano
del Seguro Social, reportd 2,676 casos notificados de Erisipe-
loide en el periodo de 1973 a 1977 incrementdndose &éstos en los
iltimos afios, siendo los lugares de mayor incidencia el Valle -
de México, Veracruz, Nuevo Ledn, Tamaulipas y Puebla. (2, 3, 19,

35, 42)

Dada la importancia econémica que para la industria porcicola -
representa la Erisipela Porcina, y puesto que el tratamiento de
esta enfermedad aumenta considerablemente los costos de Produc-
cidn, el coéttol de esta enfermedad comprende fundamentalmente
la utilizacién de inmunégenos obteniéndose con estos resultados

satisfactorios a bajo costo y con poco riesgo.

Bidsicamente son dos los productos que se utilizan para el con-

trol de la Erisipela Porcina:

1.- Vacunas Constituidas por Bacterias Inactivadas: se prepa-

ran con cepas antigénicas de Erysipelothrix rhusiopathiae

las cuales una vez obtenido el crecimiento adecuado se -

procede a su inactivacidn.

2.~ Vacunas Constituidas por Cepas Atenuadas: @&stas se prepa



ran con cepas avirulentas aisladas de casos benignos, con
cepas envejecidas o con cepas desarrolladas en medios po-
bres o adicionadas con agentes que disminuyen su virulen-

cia ¢ 2 )

Respecto a la elaboracidn y el uso de inmundgenos contra la Eri
sipela Porcina, es necesario considerar algunos aspectos de -
gran importancia, los cuales sefialaremos a continuacién. Prime
ramente se ha visto que la wutilizacidn de vacunas atenuadas co
mo preventivos de la Erisipela Porcina, ha sido cuestionada mu-
cho, ya que desde el punto de vista bioldgico existe siempre la
posibilidad de que las cepas atenuadas puedan revertir a la vi-
rulencia y causar la enfermedad en animales vacunados asi como

la diseminacidén de la misma. Por otro lado, algunos autores in
dican que las cepas utilizadas para la elaboracién de vacunas -
contra la Erisipela Porcina, causan lesiones locales, muerte de
los animales de laboratorio, o bien que las propias vacunas pre
disponen a Artritis Crénica ( 3, 17, 18, 38, 50 ) Por lo ante-
rior, es mds recomendable la utilizacidn de Bacterinas para la
prevencién de la Erisipela Porcina, puesto que la aplicacidn de
inmundgenos a partir de microorganismos muertos eliminan los -

riesgos citados. La complejidad antigénica de Erysipelothrix -

rhusiopathiae es otro aspecto importante ya que hasta la fecha
se han encontrado 22 Serotipos diferentes (28, 29, 32, 37, 58),
€sto ha sido causa de numerosas investigaciones, algunas de las
cuales reportan serotipos mis antigénicos y patdgenos que otros,

ademids se ha encontrado que a la vacunacidén de cerdos y ratones



con bacterina de un serotipo determinado, los animales adquie-
ren proteccidén sdlo contra algunos de los serotipos, mds no pa-
ra todos ( 55, 58, 59 ). También se han realizado investigacio
nes acerca de la localizacién geogrdfica de los Serotipos de -

Erysipelothrix rhusiopathiae dentro de las zonas de produc- -

cién porcicola, sobre todo en algunos Paises de Europa, Austra-
lia y los Estados Unidos de Norteamérica, lo cual es sumamente

importante desde el punto de vista epizootioldgico y del control
de la enfermedad, ya que en base a este tipo de estudios se pue
de emplear los inmundgenos que contengan los serotipos que afec
tan las diferentes dreas geogrdficas de Produccidn Porcina. -

( 31, 56, 61 ).

Asi mismo, se sabe que un inmundgeno contra la Erisipela Porci-
na deberd de elaborarse a partir de organismos provenientes de
colonias lisas ya que la especificidad antigénica y la adecuada
respuesta inmune a la vacunacidn, depende de la presencia de an
tigenos de superficie localizados en la pared celular de las -
bacterias ( 16, 17, 36 ), asi como de la utilizacién de un me-
dio liquido para su crecimiento adicionado con Suero caballo, -
que facilita el desarrollo y la obtencidn de antigenos protecto
res en la bacteria ( 8, 17, 36, 54 ). La concentracidén de for-
malina para la inactivacién de las bacterias y la seleccién de
un buen adyuvante como el Gel de Hidréxido de Aluminio, son pun
tos muy importantes en la preparacién del inmunégeno ( 3 ). Sin
embargo, muchas veces no se obtiene una masa celular Gptima, -
por lo que el costo del bioldgico aumenta, ademds al dar mayor

tiempo de incubacidn con el fin de tener mayor concentracidn -



bacterina, se corre el riesgo de Disociacién celular, caracteristi

ca no deseable en el proceso de elaboracién del inmunégeno.

El objetivo de este trabajo es determinar la Curva Logaritmica de

Crecimiento de Erysipelothrix rhusiopathiae para lo cual en la Pro

ductora Nacional de Biolfgicos Veterinarios se procederd a culti--
var esta bacteria por el M&todo Liquido Aereado; paralelamente se
cultivard este microorganismo por el M&@todo Estacionario evaluando
comparativamente algunos pardmetros como tiempo de produccién, de-

sarrollo microbiano y acidez durante el proceso.



CAPITULO III: Generalidades



La bacteria Erysipelothrix rhusiopathiae fué clasificada en gé&-

nero Erysipelothrix en la octava edicidén del manual Bergey ( 8)

Se le considera principalmente parisito de mamiferos, aves y pe-
ces ( 16 ); se ha aislado de: palomas, borregos, vacas, patos, -

peces, pavos, ratones y el hombre ( 16 ).

La identificacién de esta bacteria se llevd a cabo en 1878 cuan-
do Koch la aislé del ratdén y la denomind bacilo de la septicemia
del ratdn; Pasteur y Thuller en 1883 aislaron a este microorga-
nismo de lechones con Erisipela Porcina y prepararon una vacuna
que es la primera que se conoce. En 1885 Loeffler presentd un -
estudio preciso del agente aislado por Koch y Pasteur describien

do la enfermedad en el cerdo ( 16-48 ).

A) CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS:

Las c&lulas de Erysipelothrix rhusiopathiae son bacilos cortos,-

delgados, rectos o curvos, de 0.2 a 0.6 micras por 0.5 a 2.5 mi-
cras, se encuentran aislados, en parejas o grupos de cadenas que
tienden a formar filamentos largos; son inmfviles, no forman es-
poras ni tienen cdpsula, son Gram positivos pero se decoloran f&

cilmente cuando proceden de cultivos viejos ( 8,16,36,48 Vs

Choening y colaboradores en 1938 describieron tres tipos de colo
nias: lisas ( s ), rugosas ( r ) e intermedias (r-s). Las colo-
nias lisas son circulares con superficie convexa, en estas colo-
nias los microorganismos aparecen pequefios, rectos o ligeramente
curvos con polos redondeados, arreglados en pequefios paquetes o

cadenas cortas. En la forma rugosa las colonias son circulares



pero irregulares presentando bordes rizados y superficie rugosa,
en estas colonias los microorganismos forman filamentos de 60 mi
cras o m3s, algunos de los cuales se rompen para formar cadenas

de bacilos, este tipo de colonias se observan en cultivos viejos
y puede revertir a fase lisa madiante pases sucesivos en ratdn.

Las colonias intermedias presentan algunas caracteristicas de -
las colonias lisas y rugosas asumiendo gran variedad de formas,-
sin embargo la morfologfa varia en algunas de sus dimensiones -
conforme el medio en el cual los microorganismos crecen. ( 2,42)
La temperatura &ptima para el desarrollo de esta bacteria es de

37°C. aunque puede crecer dentro de un rango de 15-44°C. a un pH
de 7.6 siendo este iltimo su Sptimo de crecimiento ( 16, 36,-
48 ). Crece escasamente en medios de cultivo ordinarios, la adi
cidn al medio de Suero de Caballo favorece la rapidez y abundan-

cia del crecimiento, ademds de la antigenicidad ( 7,16,34,35,53)

El Twenn 80 favorece el desarrollo de la bacteria, se obtienen -
resultados similares con los siguientes componentes: riboflavi-
na, dcido oléico y tiamina ( 16, 27, 35, 54 ). Se ha observado

que la glucosa en concentraciones elevadas tienen accidén inhibi-
dora sobre esta bacteria ( 47 ). E1l azida de sodio ( NaN3 ) y -
el cristal violeta se usan para la elaboracifn de medios selecti

vos de Erysipelothrix rhusiopathiae dado la resistencia que - -

muestra la bacteria hacia estos componentes y al conocimiento -
que se tiene de que estas inhiben a las bacterias Gram negativas
y Gram positivas respectivamente ( 24, 40 ). Tambié&n se ha re--
portado un medio selectivo que contiene tres antibidticos (Neomi

cina, Kanamicina y Vancomicina), encontrdndose que gran cantidad



de cepas de Erysipelothrix rhusiopathiae crecen satisfactoriamen

te ( 6 ).

Este microorganismo produce fidcilmente &cido a partir de glucosa,
maltosa, lactosa y mds lentamente de galactosa, manosa y arabino
sa. Sin embargo la utilizacidn de carbohidratos por esta bacte-
ria es un fendmeno variable que puede ser atribuido a modifica--
ciones en el medio base, concentracidn de azlicares e indicador -
dcido-base ( 45,52). Produce dcido sulfhidrico en medios de acge
tato de plomo, no forma ind8l ni decolora el azul de metileno -

( 8,48 ).

B) CARACTERISTICAS DE RESISTENCIA:

- Erysipelothrix rhusiopathiae resiste a la desecacidn a tempe-

ratura de habitacidn durante varios meses.

- En cultivos h@imedos vive durante seis meses o mis

- Se ha encontrado en cultivos de caldo que permanecia viable -

y mataba a los ratones al cabo de 17 afos.

- Se ha encontrado al microorganismo vivo en los caddveres al -

cabo de 7 meses de la muerte.

- En suelos alcalinos el germen vive y se multiplica durante -

los meses de calor.

- La luz solar directa lo destruye en 13 a 14 horas.

- Lo mata fdcilmente la ebullicidn.
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- La temperatura a 70°C. mata al germen en 5 a 10 minutos

- Lo destruye al cabo de 5 a 15 minutos el bicloruro de mercu-
rio al 1%, la formalina al 1% y compuestos cresflicos al 3.5%

y el fenol al 5%.

- Los preparados sulfaminicos no parecen ser eficaces "in vivo"

contra Erysipelothrix rhusiopathiae.

- Este germen es sensible sobre todo a la Penicilina y a los an

tibidticos de amplio espectro ( 36 ).

C) FUENTES DE INFECCION:

La infeccidn natural en los porcinos pueden ser a través del sue
lo, alimentos y el agua de bebida, los cuales son contaminados -
ficilmente por los animales enfermos ya que el microorganismo es
eliminado por las heces y la orina. El suelo que puede contener
gérmenes virulentos, sirve como buen medio para facilitar la in-
feccidn al organismo animal a través del aparato digestivo. Las
aguas superficiales pueden tambié&n ser causa de la transmisién -

de la enfermedad de una granja a otra. Erysipelothrix rhusiopa-

thiae se ha aislado de la harina de pescado empleada en la prepa
racidén de los piensos de los animales. Los cerdos con infeccidn
subclfinica y los que padecen la forma crénica de la enfermedad -
pueden vivir durante mucho tiempo siendo fuente constante de in-

feccidn.

El papel que juega en la transmisién de la enfermedad los anima-
les sanos que albergan al microorganismo en sus tejidos, no ha -

sido bien esclarecido pero se ha aislado el germen a partir de -
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amigdalas del cerdo que no mostraba signo alguno de la enferme--

dad ( 35 ).

D) PATOGENTIA

La enfermedad se presenta generalmente en cerdos de tres meses a
un afio de edad, la principal via de entrada del microorganismo -
es la mucosa oral, aunque tambi&n es importante la piel irritada
o a través de las heridas ( 1, 16, 22 ). La invasidn del torre-
nete sanguineo se presenta en todos los animales infectados. EI1
subsecuente desarrollo de una Septicemia Aguda o Bacteremia con
localizacidén en 8rganos y articulaciones depende de factores no
determinados ( 1, 22 ). Aln cuando la virulencia de una cepa en
particular es importante, esto s8lo depende de recientes pases -

en cerdos ( 1 ).

Las manifestaciones clinicas de la Erisipela son variables y de-
penden del grado de susceptibilidad del animal y de la virulen--
cia de la cepa; debido a &sto es posible reconocer tres formas -

clinicas de la enfermedad.

1.- Forma Aguda: suele confundirse con otras enfermedades sep-
ticdmicas principalmente con Cdlera Porcino y Salmonelosis
Aguda ( 35,22 ). Las principales caracteristicas de esta -
enfermedad son temperatura elevada de 42 a 43°C., incordina
cién de piernas traseras, conjuntivitis con abundante se-
crecidn mucoide, indiferencia, pé&rdida de apetito, respira-

cibén acelerada y presencia de eritemas que se hacen aparen-
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tes como numerosas Aareas plUrpuras en forma de rombos en la
piel ( 35,36,44 ), estas Gltimas son debidas principalmente
a la necrosis fibrinoide y trombosis de las arterias termi-

nales en el &rea afectada ( 23 ).

Hallasgos de laboratorio descritos por algunos investigado-

res ( 15 ) sugieren que el dafio causado por Erysipelothrix

rhusiopathiae en el cerdo se produce principalmente a nivel
del glomérulo renal, higado y miocardio, ya que en estos -
animales se encuentran elevados los niveles del nitrdgeno -
uréico sanguineo y la activida de la transaminasa glutdni-
ca axalacética. En estos animales se encontrd leucocitdsis
en las primeras 12 horas, seguidas por leucopenia antes de
72 horas, los cuales se pueden utilizar para diferenciar la

Erisipela Porcina con el Cdlera Porcino (3,41).

El reciente descubrimiento de una Coagulasa de Erysipelo- -

thrix rhusiopathiae hace suponer que esta pudiera estar re

lacionada en la patogenia de la enfermedad ( 11 ).

En los hallasgos a la necropsia en la forma aguda de la en-
fermedad, se hacen evidentes algunas lesiones como inflama-
cidn catarral o hemorrdgica en estdmagos e intestinos, el -
higado se encuentra congestionado y de color rojo pirpura,-
el bazo también estid congestionado y puede estar tumefacto

o no, igualmente de color pardo rojizo con los bordes redon
deados y de consistencia blanda. Los ganglios linfdticos -

y los rifiones estdn ademds tumefactos, las hemorragias en -
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el rifidn se localizan en la corteza, en el corazdn se en- -
cuentran hemorragias en el epicardio y en las auriculas, -
los pulmones estdn edematosos y con frecuencia hiperémicos,
hay presencia de liquido en el pericardio. Tambi&n se pue-
de encontrar en la cavidad abdominal hilos finos de fibrina
en forma de redes, lo mismo sucede en el epicardio y a ve--
ces en el interior del corazdn sobre todo en la vdlvula mi-
tral, hay verdaderos depdsitos de fibrina que dificultan su
funcionamiento, lo que a la postre da lugar a insuficiencia

cardiaca ( 3 ).

El prondstico en la forma aguda es desfavorable, sin embar-
go los animales afectados se pueden recuperar siempre y cuan
do se detecte la enfermedad precozmente y se aplique el tra

tamiento adecuado.

Forma Cr8nica: se caracteriza por producir endocarditis ve
gativa de las vdlvulas cardiacas, particularmente de la mi-
tral, dichas vdlvulas son recubiertas por coagulos fibrino-
sos que estrechan considerablemente la luz de tal modo que

dificultan notoriamente el funcionamiento, al desprender di
chos coagulos de fibrina, se ven con facilidad en las vilvu

las pequefias vegetaciones en forma de verrugas.

Investigaciones realizadas sobre la adherencia de Erysipelo

thrix rhusiopathiae a la superficie cardiaca, mostraron que

hubo diferencia significativa en el grado de adherencia en-

tre los serotipos de este microorganismo, encontrdndose que
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fue mayor dicha adherencia en una cepa del tipo 1 A, mos- -
trando a la observacién del microscépio electrdnico a los -
microorganismos distribuidos sobre la superficie endocardia

ca (7))

También se ha encontrado una similitud entre los determinan
tes antigénicos del midsculo y vdlvulas cardiacas del cerdo,

con algunas cepas de Erysipelothrix rhusiopathiae lo cual -

hace suponer que juega un papel importante en la patogenia

de la enfermedad ( 7 )

De acuerdo a trabajos reportados por Bojorquez y Mancera en
1979, la endocarditis puede ir acompafiada también de artri-
tis, en la que se observa formacidn exagerada de tejido de
granulacidn y de infiltraciones celulares, la membrana celu
lar se engrosa y desarrolla la formacidn de pr&liferaciones
de tejido en forma de Vellos, la cdpsula articular también

aumenta de grosor, durante el proceso inflamatorio de las -
articulaciones, puede haber separacidn de la cabeza adheri-
da dnicamente al tejido blando, la separacidén es debida a -
la necrdsis del cartflago articular, las articulaciones mis
afectadas son la coxofemoral, femoro-tibio-rotuliana y ti-
bio metatarsianma ( 3 ). En estudios realizados por Langer

y Col. en los que se reprodujo experimentalmente la Poliar-

tritis Crénica causada por Erysipelothrix rhusiopathiae en

cerdos de diversas edades, la microscopia electrdnica mos--
tré 3 tipos de c&lulas en la cdpsula sinovial: un tipo de -

células sinoviales tipo B que mostraban gran cantidad de re
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ticulo endopldsmico rugoso, c&lulas sinoviales tipo A (seme
jante a macréfagos), encontrdndose ocasionalmente un tipo -

intermedio con caracteristicas de ambos ( 34 ).

Los cambios histoldgicos en orden cronolégico a la infec- -
cién experimental en el cartflago articular fueron como si-

gue de acuerdo a los trabajos realizados por Gruter y Drommer

Dias postinfeccién (d.p.i.) Cambios Histoldgicos
2 d.p.i. Fueron detectados ligeros cam
bios distrdficos en los con-

drocitos

3-10 d.p.i. Fueron vistos dep6sitos de fi
brina sobre la superficie del
cartilago el cual mostrd ini-
cios de destruccién, los con-
drocitos mostraron rdpida de-

generacidén y vacuolizacién de

las capas profundas.

17-20 d.p.1i. La mayoria de la superficie -
del cartilago se habia perdi-

do.

Erysipelothrix rhusiopathiae fue detectado en el cartilago

en el primer dia de infeccibén y fue m@s abundante a los - -

3-10 dfas post infeccién ( 20, 50 ).

Se ha demostrado que hay una sintesis local de Inmunoglobu-

linas principalmente Ig.G e Ig.M en la cdpsula sinovial de



16

los animales infectados encontrdndose una correlacidn direc
ta entre la presencia de estas inmunoglobulinas y el anti-
geno en la membrana sinovial; donde el antigeno fue identi-
ficado, las inmunoglobulinas estuvieron en altas concentra-

ciones ( 53 ).

También pueden observarse lesiones inflamatorias de los dis
cos intervertebrales, conocida esta condicidn como discopon
ditis, en donde generalmente hay destruccidn de hueso con -
formacidn de osteocitos ( 1,26,35,36,46 ). Al microscdpio

electrénico se ha observado hemorragias y necrésis con in--
filtraciones de granulocitos y células mononucleares en dis
cos intervertebrales, en casos mds crdnicos de discoponditis
las estructuras intradisco son reemplazadas por tejido co-
nectivo vascular que contenia células plasmiticas y linfoci

tos ( 14 ).

En esta fase crénica de la enfermedad se encuentran dismi--
nuidos los niveles de albimina, y aumento de globulinas al-
fa y gama; &stos cambios van apareciendo junto con las lesio
nes histoldgicas y algunos autores han descrito que las al-
teraciones seroldgicas pueden deberse a los cambios ocurri-

dos en la membrana sinovial de las articulaciones afectadas

(3).

La Erisipela Porcina Crdnica no es necesariamente mortal, -
pero los animales afectados no engordan ocasionando grandes

pérdidas econdmicas ( 1,3.5,36,44,46 )
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3.- Forma Subclinica: pasa desapercibida y s6lo se detecta por-

el aislamiento de Erysipelothris rhusiopathiae de las anig-

dalas del cerdo ( 17,38,47 )

E) COMPOSICION ANTIGENICA:

Veintidos serotipos de Erisipelothris rhisiopathiae han sido repor

tados ( 12,28,29,32,33,37,56 ) los cuales estdn diferenciados en

base a las caracteristicas antigénicas de los glicopéptidos pre--
sentes en la pared celular de la bacteria, obtenidos por estrac--
ciones de las células bacterianas con dcido diluido o por calenta
miento a 121°C. en agua destilada durante una hora. El sistema -

de clasificacibn actual de las cepas de Erysipelothix rhusiopathiae

se inicid en 1949 cuando Dedi& ( 13 ) encontrd dos variantes sero
16gicas, el designd a estos serotipos como A y B y describid wuna
tercera variante que designd como serotipo N la cual no contenia

antigenos capaces de estimular la formacidn de anticuerpos tipo -
especificos en conejo, posteriormente un niimero de tipos adiciona
les fueron reportados ddndoles designaciones alfabéticas por dife
rentes investigadores. En 1973 Kucsera ( 31 ), reorganizé 1los

serotipos de Erysipelothrix rhusiopathiae e introdujo un sistema

de designacidn numérica en el cual los tipos A y B quedaron como

1 3 2,

Los serotipos de Erysipelothrix rhusiopathiae se han asociado con

la habilidad de cepas especificas para conferir inmunidad en cer-
dos cuando son usadas en bacterinas, aunque los antigenos respon-
sables de los serotipos no son idénticos a los antigenos inmuniza

dores, éllos comparten ciertos componentes (3)
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Algunos investigadores han sugerido que los serotipos especificos
de los microorganismos pueden estar relacionados a su predilec- -
cidn con el huesped, virulencia y forma clinica de la enfermedad

¢ 33,56,57 J.

Intensas investigaciones acerca de la localizacidn geogrdfica de

Erysipelothrix rhusiopathiae se han llevado a cabo en diferentes

paises como Australia, Brazil, Japdn, HungrZfa y los Estados Unidos
de Norteamérica (10,12,28,29,30,37,56,57,60) lo cual es importan-
te desde el punto de vista epizootiolfgico y del control de la en
fermedad, ya que sabiendo que la existencia de determinados sero-
tipos en una poblacidn Porcina estd relacionada con la presenta--
cién de brotes de Erisipela Porcina, se estd presentando la ten--
dencia de producir Bioldgicos a partir de los serotipos demostra-
dos en la zona problema, lo cual sin lugar a dudas serd en los -
préximos afios la forma mds eficiente para llevar a cabo la preven

cién y el control de la enfermedad.

F) DIAGNOSTICO:

Diagndstico Clinico. La Erisipela Porcina en su forma aguda pue-
de ser ficilmente confundida con otras enfermedades septic@micas

tales como el Célera Porcino, Salmoneldsis Aguda e Infecciones -
bacterianas primarias de los animales jdvenes, el envenenamiento

por nitratos también puede mostrar signos clinicos y lesiones - -
post-morten que pueden confundirse con la enfermedad aguda. Una
historia clfnica sefialando casos de muerte sibita, varios anima--
les enfermos con elevada temperatura, apetito variable, recupera-

. = 2 e : -
cién espontdnea, rigidez y cojera, asi como desarrollo subsecuen-
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te de cojera crdnica con visible malformacidn de las articulacio-
nes, son signos presuntivos de Erisipela Porcina (15,40), mien- -
tras que la presencia de petequias en rifiones son mi3s significati
vas de C8lera Porcino ( 16,41 ); sin embargo, el reconocimiento -
de las lesiones caracteristicas de la piel en forma de rombos, -

son el dnico hallazgo diagndstico concluyente de la enfermedad.

En la Erisipela Porcina crdnica se observa descamacidn y necrésis
de ciertas dreas de la piel, sin embargo esta forma de la enferme
dad puede confundirse con lesiones provocadas por quemaduras sola
res, fotosensibilidad, efectos de ectopardsitos, paraqueratlsis y
pitiriasis rosada. Una cuidadosa atencidn a la historia de la -
piara en relacidn a la naturaleza y localizacidn de las lesiones

en la piel, asi como a la relacidn de la &dreas obscuras y claras

de la piel de los animales, podrian servir para diferenciar estas
condiciones. La pérdida de la cola, alteraciones en la uniformi-
dad de la falange y porciones de la cabeza; pueden ser secuela de
Erisipela Porcina aunque estas pueden originarse por otras causas
como agentes fisicos, golpes y otras infecciones microbianas dife

rentes a Erisipela Porcina ( 16,41 ).

Diagndstico Bacterioldgico. El aislamiento de Erysipelothrix -

rhusiopathiae a partir de muestras de animales que muestran sig-
nos de la enfermedad, proporciona un diagndstico definitivo de la
Erisipela Porcina. Es recomendable el uso del hemocultivo para -
el diagn8stico de animales vivos o sospechosos de padecer la en--

fermedad. Un sdlo cerdo puede tener hemocultivo negativo y ser -

ENTITTAR PE REERIATAR. 15
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positivo en dias subsecuentes, por lo que es razonable hacer hemo
cultivos en varios animales sospechosos de la piara ( 16,41 ). -
El sangrado de los animales para hemocultivo debe realizarse en -
condiciones asépticas y utilizar para el cultivo un medio selec-

tivo para Erysipelothrix rhusiopathiae tales como Infusidén Cerebro

Corazdn, agar o caldo (DIFCO) adicionado de 10% de Suero de Caba-
1lo, 0.001 de cristal violeta y 0.01 de azida de sodio, el cual -"*
se incuba a 37°C. durante 24-48 horas. Para la examinacidn bacte
rioldgica de animales muertos, durante la necropsia se recomien-
da obtener muestras de corazdén, pulmdén, higado, bazo, rifién, nddu
los linfdticos (especialmente tonsilas) y.articulaciones afecta-
das. El amplio n@imero de muestras recomendables es debido a que
los microorganismos pueden estar en cantidades pequefias o0 ausen-
tes en algunos de los tejidos mencionados; no obstante alguﬁos au
tores mencionan mayor desarrollo a partir de higado, bazo y riiién

(1,16,41).

Las muestras mencionadas serdn enviadas al laboratorio en recipien
tes esté@riles colocadas en cajas con hielo para que las muestras
no sufran alteracidén alguna. Las muestras de corazdn, pulmén, -
higado, bazo, rifidn o nddulos linfdticos se maceran en forma indi
vidual con arena desmineralizada estéril y solucidn salina 0.857%
en un mortero, el macerado se siembra con un hisopo o asa bacte--
rioldgica en placas con medio selectivo de Infusidn Cerebro Cora-
26n descrito anteriormente, se incuba a 37°C. durante 24-48 horas
Para el cultivo de 1liquido sinovial (de articulaciones afectadas)
se siembra con un hisopo estéril en placas con medio de cultivo -

ya mencionado y se incuba a la temperatura y tiempo descrito.
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Para la identificacidn de la bacteria se seleccionan las colonias

caracterfsticas con las cuales se hace una tinsidn de Gram y se -

observa al microscdpio ( 2 ).

Aquellas colonias con propiedades macroscdpicas y microscépicas -

compatibles con Erysipelothrix rhusiopathiae, se pasan al medio -

de infusidn cerebro corazdn y se incuban 3 - 4 horas a 37°C. para

después sembrarse en los siguientes medios.

a)

b)

c)

d)

e)

Thiogel.- en este medio Erysipelothrix rhusiopathiae se de

sarrolla en forma de pino invertido.

Medio de Fermentacidn - Oxidacidn (0/F) Modificado.- es im-
portante adicionar indicador de Andrade (fuchsina dcida) en
sustitucidn de azul de bromotimol comin en este medio; - -
Aqui se produce un color rosado debido a que la acidez no -

es muy fuerte.

Medio T.S.I. (triple azficar).- 1la bacteria produce &cido -
sulfhidrico por lo que el tubo presenta una linea en el &rea
del inéculo y en color mamey en el resto del medio a las 24
horas, si se deja el tubo en incubacidn por mds de 48-72 -

horas el medio se acidifica torndndose de color amarillo.

Ausculina Agar.- no hay hidr6lisis y se observa fluorescen
cia.
Triptosa Agar.- se usa para realizar posteriormente la --

prueba de la catalasa, para la cual Erysipelothrix rhusiopa

thiae es negativa.
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g)

G)
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Agar Sangre.- en este medio se realiza la prueba de oxidasa

a la que Erysipelothrix rhusiopathiae es negativa. ¢ 2 )

Estid en estudio la prueba de la coagulasa para considerarla

como prueba diagnéstica ( 4 )

INMUNIDAD:

Antes de que se introdujeran las vacunas y bacterinas contra la -

Erisipela Porcina, las pérdidas por esta enfermedad eran tan ele-

vadas que los criadores de cerdos no contaban con ninguna seguri-

dad.

Las pérdidas disminuyeron considerablemente cuando Pasteur

en 1882 y G. Lorenz en 1893 elaboraron un método de prevencién -

que posteriormente fué aplicado metédicamente ( 1, 17, 36 )

A continuacidn se mencionan los métodos de inmunizacién que se -

han aplicado contra la Erisipela Porcina.

a)

Inmunizacidn Simultinea de Lorenz.- este método se fundamen
ta en la combinacidn de la inmunizacién activa con la pasi-
va, procedimiento propuesto por Gustavo Lorenz en 1893 en -
el que pudo comprobar la efectividad inmunizante del método
inoculando ratones con cultivos virulentos y aplicdndoles

simul tineamente unas gotas de suero anti-Erisipela. En sus
experiencias previas se observd que la proteccién conferida
por el suero era suficiente, pero s6lo de corta duracién, y
para lograr una proteccién mis prolongada, era preciso la -

inmunizacidn activa con cultivos de Erysipelothrix rhisiopa

thiae sin atenuar. Después de la segunda guerra mundial, -
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este mé&todo ha sido substituido en muchos pafses primero -
por inmundgenos inactivados y luego por vacunas atenuadas -
( 3 ). En México ya no se utiliza este método de inmuniza-

cidn, aunque en algunos paises todavia se sigue usando.

b). Vacunas constituidas por bacterias inactivadas.- en 1935 -
aparecio la primera vacuna comercializada que se conoce con
el nombre de Vacuna Formolada de Murozew y Matwijen Kow; es
ta vacuna se prepara utilizando una cepa apatdgena de Erysi

pelothrix rhusiopathiae debidamente estandarizada que se -

pasaba 1 6§ 2 veces al afio en lechones.

c). Vacunas constituidas por cepas atenuadas.- estas vacunas se
preparan con cepas avirulentas aisladas de casos benignos,-
con cepas envejecidas o con cepas desarrolladas en medios -
pobres o adicionados con agentes que disminuyen su virulen-

2
cia &2 ).

En los Gltimos afios se han empleado principalmente los siguientes

tipos de cepas para la produccién de vacunas contra Erisipela Por

cina:

a) Cepa H-7 de Hausman y Flatken.- se trata de un grupo de ce
pas del serotipo 1 envejecidas.

B Cepa Avirulenta R-9 de Sandstedt y Swahn.- pertenece al se
rotipo 2 y es atenuada con tripaflavina.

c). Cepa Avirulenta de Staub.- perteneciente a serotipo IB y -

es atenuada por cultivo a 40°C.
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Cepa  VR2 de Bucarest.- perteneciente al serotipo N, es avi
rulenta para cerdos y ratones y ha demostrado su efectivi-
dad tanto en las pruebas de laboratorio como en los estu- -

dios de campo.

Cepa NL 11, atenuada con tripaflavina, esta vacuna estd co-

mercializada en México ( 2, 41 )

Por otro lado, dadas las caracteristicas de Erysipelothrix rhusio

pathiae, es necesario considerar algunos aspectos para la elabora

cién y el uso de inmunégenos contra la Erisipela Porcina.

a).

b)

c)

d)

Complejidad antigénica de Erysipelothrix rhusiopathiae, la

cual presenta 22 serotipos diferentes.

Existen serotipos como el 1 y el 2, los cuales pueden indu-
cir inmunidad contra algunos de los 22 serotipos, pero no -
para todos, debido a que los antigenos responsables de los
serotipos, son diferentes a los que inducen a la formacién
de anticuerpos protectores y no son los mismos ni se encuen

tran en todas las cepas.

Algunos serotipos como el 9 no inducen inmunidad ni contra
ellos mismos en cerdos susceptibles, los cuales se cree -
puedan ser responsables de brotes de Erisipela en piaras in

munizadas. ( 42 )

Los inmundgenos elaborados con cepas atenuadas, si bien con
fieren mayor proteccién que las bacterinas, también pueden

ocasionar reacciones secundarias incluyendo la enfermedad -
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misma debido a la virulencia residual o reversidn a la viru
lencia en las cepas atenuadas utilizadas para la elabora- -

cién de estos inmundgenos.

Trabajos realizados sobre la respuesta a la vacunacidn, mos
traron que suinos y ratones vacunados con bacterina standard
del serotipo 2, fueron subsecuentemente expuestos a cepas -

patégenas de Erysipelotrix rhusiopathiae de los serotipos -

1, 2, 4, 9, 10 y 11, encontridndose que tanto suinos como ra
tones fueron significativamente mds susceptibles a la infegc
cidn con cepas de los serotipos 9 y 10 que con cepas de los
serotipos 1, 2, 4 y 11 ( 57 ). La artritis no fue preveni-
da por la vacunacién, pero la frecuencia y la severidad fue

menor en cerdos vacunados ( 59 ).

Se ha encontrado que el serotipo 1l compartid antigeno(s) -
con el serotipo 2 y que el serotipo 6 comparti§ antigeno(s)

con el serotipo 14 ( 3 ).

Algunos trabajos han puesto en evidencia que cepas del sero
tipo 10 son refractarias a la inmunidad inducida por medio

de bacterina standard contra Erisipela Porcina.

PREVENCION:

Las bacterinas se utilizan en muchos paises incluyendo Mé&xi
co, tienen la ventaja de que protegen a cerdos recién naci-
dos hasta por seis semanas, las hembras se pueden vacunar -

2 - 3 semanas preparto a los cerdos de engorda se les aplica
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a las 6 - 7 semanas de nacidos, los cerdos para recria debe
rin reforzarse con una dosis cada 6 meses ( 2,8 ) Es conoci
do que la aplicacidn de bacterinas producen nédulos en el -
sitio de vacunacidén que pueden persistir por algunas sema--

nas, algunos de &stos pueden desarrollar en abscesos.

Las vacunas avirulentas o atenuadas se utilizan en animales
de 3 meses de edad, la ventaja de este tipo de vacuna, es -
que produce una mayor y mids duradera inmunidad, incluso se
ha demostrado que proporciona una alto grado de proteccidn
a los 7 dfas siguientes a la inoculacidn, demostrado ésto -
por un desaffo a las 2 semanas siguientes a la vacunacidn.-
Los datos obtenidos en varios estudios han demostrado que -
las vacunas avirulentas proporcionan proteccidn por lo me-
nos de 6 meses y probablemente por mds tiempo ( 9 - 11 me-

ses)

La vacunacidn con vacunas avirulentas a hembras gestantes -
puede producir aborto, tambidn este tipo de vacunas produ-
cen ocasionalmente pequefilas dreas hemorrdgicas alrededor -

del punto de inyeccién ( 39 ).

Es importante hacer hincapié@ con respecto a que no debe va-
cunarse con Vacunas vivas si no se ha presentado la enferme
dad; no queriendo decir esto que no deban inmunizarse los -

animales con bacterinas ( 16, 41 ).

Respecto a la via de aplicacidn de los inmunégenos contra -

la Erisipela Porcina, se encontrd que la via subcutdnea de-
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trds de la oreja ofrecié mejor respuesta ( 43 )

T.) TRATAMIENTO:

Basados en los resultados de diferentes trabajos realizados en ra

tones y cerdos, los antibidticos a los cuales Erysipelothrix rhu-

siopathiae es sensible, son los siguientes en orden de efectivi-
dad: Penicilina-Estreptomicina, Penicilina y Tetraciclinas, asft
como sus componentes y derivados. Es importante mencionar que la
dosis recomendada habitualmente para la Penicilina de 11 a 22 mil
Unidades Internacionales por kg. de peso vivo es insuficiente, lo
que provoca recuperaciones aparentes con recaidas importantes o -

presentacidn de laminitis o pericarditis ( 41 )

Se ha demostrado que la Penicilina Procainica administrada simul-
tineamente o dentro de las 24 horas antes o después de la vacuna-
cidén, reduce la respuesta inmune, &sto ocurrif utilizando una va-
cuna viva para la inmunizacién de los animales, siendo encontrado
que utilizando vacuna muerta, el efecto de la Penicilina fué simi
lar, sacando con esto como conclusién que no debe utilizarse este
antibidtico durante la inmunizacidn activa de la Erisipela Porci

na ( 48 ).



CAPITULO IV: Material y Método



EQUIPO:

MATERIAL DE VIDRIO:

MATERIAL BIOLOGICO:

REACTIVOS Y
MEDIOS DE CULTIVO:

28

Fermentador New Bronswick Scientific de 12 1.
de capacidad

Potencidmetro New Bronswick Scientific.
Colorimetro Spectronic 20
Microscopio Olympus

Centrifuga

Cajas de Petri

Tubos de Ensayo

Porta Objetos

Frascos Ampula de 20 ml
Pipetas Graduadas de 1 ml.
Matraz Distribuidor

Garrafones Pyrex de 10 ml.

Semillas de Erysipelothrix rhusiopathiae

10 Ratones Blancos de 10 - 20 g.

Agartriptosa

Caldo Infusidn Cerebro Corazdn
Cloruro de Sodio

Fésfato de Potasio Dibdsico
Tris Buffer

Suero Equino
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El trabajo se realizd en el Area de Produccidn de Bacterioldgi-
cos Dr. Javier Escalona de la Productora Nacional de Bioldgicos
Veterinarios (PRONABIVE). Para llevar a cabo el crecimiento de

Erysipelothrix rhusiopathiae por el Mé&todo Liquido Aereado, se

utilizd una semilla de este microorganismo mantenida en congela
cifn y se sembraron dos cajas de Agar Triptosa con Suero Equino
al 10% estéril y se incubaron &stas a 37°C durante 24 horas pa
ra obtener el crecimiento bacteriano. Se procedid a observar -
las c8lulas bacterianas realizando un frotis y tifiiéndolo por -
el método de Gram observidndose el microscopio que hubo disocia-
. si ; y
cidn celular por lo que se procedil a realizar pases sucesivos

en ratdn de la siguiente manera:

Se sembraron 3 tubos con Agar Triptosa y Suero de Caballo al -

10% estéril con una semilla de Erysipelothrix rhusiopathiae se

incubaron durante 24 horas y posteriormente al obtener buen cre
cimiento, se reconstituyeron las colonias bacterianas de cada -
tubo con 5 ml. de solucidn de cloruro de sodio al 0.85% estéril
con el cual se inocularon por via intraperitoneal a 3 ratones -
blancos. A las 24 horas se sacrificaron.los ratones y se sem--
bré de cada ratdn una caja con Agar Triptosa y Suero Equino al
10% estéril a partir de liquido peritoneal, bazo e higado, di-
chas cajas se incubaron a 37°C durante 24 horas para que al ca-
bo de &ste tiempo se realizaran frotis de las colonias. Este -
procedimiento se llevd a cabo 3 veces hasta lograr revertir la

bacteria a fase lisa.

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOQTECNIX
BIBLIOTECA - UNAM
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De las placas con las colonias bacterianas en fase lisa, se sem
braron 10 tubos de Agar Triptosa con Suero Equino al 10% estéril
y se incubaron a 37°C, durante 24 horas. Se observd la pureza
y desarrollo de los tubos, asi como disociacidén de la bacteria.

Al encontrarla en condiciones adecuadas, se procedid a inocular

la Jarra Fermentadora en forma aséptica, utilizando para este
fin un matraz distribuidor esté&ril, los dos primeros procesos -
de fermentacidn se llevaron a cabo a una temperatura de 37°C. y
con un flujo continuo de aire de 10 litros por minuto y a 300 -
R.P.M, mientras que el tercer proceso se realizd a 450 R.P.M. y
a la temperatur. y flujo de aire igual que los anteriores proce
sos; se tomaron muestras cada dos horas en frasco dmpula con el
fin de determinar el pH. y la Curva de Crecimiento de la bacte-
ria. La determinacidn del pH. se hizo con todas las muestras -

obtenidas del fermentador por medio del potencidmetro.

Para determinar el desarrollo microbiano, se centrifugd a 3,000
R.P.M. durante 15 minutos las muestras obtenidas del fermenta--
dor cada 2 horas y se tird el sobrenadante, se lavd 3 veces el
paquete celular con Cloruro de 8Sodio al 0.85% estéril, se ajus-
td el valumen a 10 ml. y se hizo la lectura contra un blanco de
Cloruro de Sodio al 0.85% en un Colorimetro Spectronic 20 Bousch
and Lamb a una frecuencia de 540 nandmetros. Para la obtencidn
de la curva de crecimiento, se procedid a graficar la Bensidad

Optica contra el tiempo.

Para realizar el método de Crecimiento Estacionario, se utilizé

la semilla de Erysipelothrix rhusiopathiae que se empled en el

Método Liquido Aereado bajo condiciones equivalentes, la semi--
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lla en fase lisa contenida en 10 tubos de ensayo con medio de -
Triptosa Agar adicionado de 10% de Suero Equino esté@ril, se sus
pendid con 10 ml. de solucidn salina al 0.85% estéril, con ayu-
da de una pipeta est&ril, se inocularon con 100 ml. de semilla

un garrafén Pyrex de vidrio que contenian 10,000 ml. de caldo -
Infusidn Cerebro Corazdn est@ril adicionada de 10% de suero - -
equino estéril, se incubaron a 37°C. durante 24 horas. Por dl-
timo se procedif a realizar la mediacidn del pH. y cuenta de mi
croorganismos de la misma manera que se hizo con el M&todo de -

Crecimiento Liquido Aereado.



CAPITULO V: Resultados
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En el experimento I podemos observar que el desarrollo bacteriano-
en ambos métodos fud similar siendo un poco mayor en el Mé&todo Li-
quido Aereado, sin embargo la duracidén de las etapas de la curva -
fué igual para ambos métodos ya que la fase de latencia o adapta--
cidén de la bacteria tuvo una duracidn de 4 horas, mientras que la
etapa logaritmica se mantuvo durante 6 horas hasta que ocurridé la
fase estacionaria, la cual tuvo una duracién de 16 horas, esto 1lo

podemos ver en los cuadros 1 y 4 y grdfica _1

En el experimento II ya hubo diferencia en el desarrollo de las -
etapas de crecimiento bacteriano en los do métodos, la fase de La-
tencia en el Mé&todo Lfquido Aereado tuvo una duracidén de 4 horas,-
mientras que en el M&todo Estacionario la duracidn fué& de 6 horas,
la fase logaritmica se desarrollo durante 8 horas en ambos métodos
de crecimiento, mientras que la fase estacionaria fué de 12 horas

en el M&todo Liquido Aereado y de 10 horas en el Método Estaciona-

rio.

(Ver cuadros _2 = grifica 2 )
2. ¥ -5

En el experimento III se abatié la duracidén de la fase de latencia
en el M&todo Liquido Aereado debido a la mayor agitacién a que fué
sometido el cultivo bacteriano, esta fase tuvo un interyalo de s6-
lo 2 horas mientras que en el M&todo Estacionario fué de 4 horas.-
De esta forma la etapa logaritmica en el M.L.A. se obtuvo antes y
tuvo una duracidn de 8 horas mientras que en el M.E. fué de 6 - -
horas; la fase estacionaria en ambos métodos de crecimiento tuvo -

una duracién de 14 horas (ver cuadros 3 y 6 y grdfica _3 )



CUADRO N2. 1

LECTURA DE LA DENSIDAD OPTICA DEL DESARROLLO DE Erysipelothrix
rhusiopathieae, UTILIZANDO UNA LONGITUD DE ONDA DE 540 nm.

EXPERIMENTO I

HORAS METODO LIQUIDO AEREADO METODO ESTACIONARIO
0 0.0 0.0
2 0.015 0.0
4 0.02 0.02
6 0.07 0.06
8 0.3 0.19
10 0.58 0.51
12 0.66 0.54
14 0.66 0.57
16 ' 0.66 0.58
18 0.66 0.58
20 0.66 0.58
22 0.66 0.58
24 0.66 0.58
26 0.63 0.53
28 0.62 0.52
. 30 0.60 0.52
L
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CUADRU N2, 2

LECTURA DE LA DENSIDAD OPTICA DEL DESARROLLO DE Erysipelo-
thrix rhusiopathiae, UTILIZANDO UNA LONGITUD DE ONDA DE -

540 nm.
EXPERIMENTO II
HORAS METODO LIQUIDO AEREADO METODO ESTACIONARIO
0 0.0 0.0
2 0.0 0.0
4 0.005 0.0
6 0.03 0.02
8 0.1 0.12
10 0.24 0.24
12 0.51 0.:35
14 0.73 0.46
16 0.75 0. 55
18 0.75 0.58
20 0.75 0.58
22 0.75 0.56
24 0.70 0.54




CUADRO N2. 3

LECTURA DE LA DENSIDAD OPTICA DEL DESARROLLO DEL Erysipelo-
thrix rhusiopathiae, UTILIZANDO UNA LONGITUD DE ONDA DE 540

nm.
EXPERIMENTO ITII
HORAS METODO LIQUIDO AEREADO METODO ESTACIONARIO
0 0.0 0.0
2 0.001 0.00
4 0.025 0.03
6 0.06 0.08
8 0.21 0.21
10 0.56 0.35
12 0.68 0.43
14 0.72 0.46
16 075 0.49
18 0.75 0.51
20 0.75 0.51
22 0.75 0.50
24 0.75 0.50




INTERVALO DE TIEMPO DE LAS ETAPAS DE CRECIMIENTO DE

thrix rhusiopathiae

CUADRO N2. 4

EXPERIMENTO I

Erysipelo-

METODO LIQUIDO AEREADO

METODO ESTACIONARIO

CONSTANTES
(horas) (horas)
FASE DE LATENCIA 0 - 4 0 - 4
0 ADAPTACION (4) (4)
FASE LOGARITMICA 4 = 10 4 - 10
DE CRECIMIENTO (6) (6)
FASE ESTACIONARIA 10 - 26 10 = 26
(16) (16)

FASE DECRECIENTE

26 EN ADELANTE

26 EN ADELANTE
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INTERVALO DE TIEMPO

thrix rhusiopathiae

CUADRO N&. 5

DE LAS ETAPAS DE CRECIMIENTO DE

EXPERIMENTO II

Erysipelo-

CONSTANTES

" METODO LIQUIDO AEREADO

METODO ESTACIONARIO

(horas) (horas)
FASE DE LATENCIA 0 - &4 0 -6
O ADAPTACION (4) (6)
FASE LOGARITMICA 4 - 12 6 - 14
DE CRECIMIENTO (8) (8)
FASE ESTACIONARIA 12 - 24 14 - 24
(12) (10)

FASE DECRECIENTE

24 EN ADELANTE

24 EN ADELANTE
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INTERVALO DE TIEMPO DE LAS ETAPAS DE CRECIMIENTO DE

thrix rhusiopathiae

CUADRO N2. 6

EXPERIMENTO ITII

Erysipelo-

METODO LIQUIDO AEREADO METODO ESTACIONARIO
I
CONSTANTES (horas) (horas)
FASE DE LATENCIA 0 -2 0 - 4
0 ADAPTACION (2) (4)
FASE LOGARITMICA 2 - 10 4 - 10
DE CRECIMIENTO (8) (6)
FASE ESTACIONARIA 10 - 24 10 - 24
(14) (14)
FASE DECRECIENTE 24 EN ADELANTE 24 EN ADELANTE
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En los tres experimentos la bacteria se cultivé a un pH. de 7.6, -
sin embargo este pH. varid durante las diferentes etapas de desa-

rrollo bacteriano, esta variacidn fué como sigue:

En el experimento I el pH. durante la fase de adaptacidén se mantu-
vo en 7.6, mientras que la fase logaritmica de crecimiento varid -
de 7.6 a 7.4 y en la fase estacionaria de 7.4 a 7.2 disminuyendo -
el pH. paulatinamente en la fase decreciente, estos cambios fueron
idénticos en ambos métodos de crecimiento (ver cuadros _7 y 10 y

gridfica 4 )

En el experimento II durante la fase de latencia el pH. varid de -
7.6 a 7.5 en ambos métodos de crecimiento, durante la fase logarit
mica el pH. fué& de 7.5 a 7.3 en el M&todo Liquido Aereado y de 7.5
a 7.2 en el Método Estacionario, mientras que en la fase estaciona
ria el pH. varid de 7.3 a 7.2 en el M&todo Liquido Aereado y de -
7.2 a 6.85 en el Método Estacionario disminuyendo el pH. durante -

la fase decreciente (ver cuadros _8 y 11 y grdfica _5 )

En el experimento III el pH. en la fase de latencia fué de 7.6 a -
7.5 en el Método Liquido Aereado permaneciendo en 7.6 en el M&todo
Estacionario; durante la fase logaritmica de crecimiento el pH. en
el M&todo Liquido Aereado varié de 7.5 a 7.15 mientras que en el -
Método Estacionario fué de 7.6 a 7.4, en la fase estacionaria el -
pH. varié de 7.15 a 7.1 en el ME&todo Liquido Aereado mientras que
en el Método Estacionario varié de 7.4 a 7.15 disminuyendo el pH.-

paulatinamente durante la fase decreciente

(Estos resultados se pueden observar claramente en los cuadros - -

9 y 12 y grdfica 6 )



LECTURA DEL pH.

CUADRO N2 7

DURANTE EL CULTIVO DE Erysipelothrix rhusio-

pathiae
EXPERIMENTO I
HORAS METODO LIQUIDO AEREADO METODO ESTAC IONARIO
0 7.6 7.6
2 7.6 7.6
4 7.6 7.6
6 7.6 15
8 7.5 7.45
10 7.4 7.4
12 7.4 7.4
14 7.4 7.4
16 7.35 7:35
!— 18 7:35 7.35
| H
! 20 253 7+3 E
L i
22 743 7.3
24 7.3 7.3 |
| 26 7.2 7.2 |
28 T2 7a2 !
h 30 7o 12 |
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CUADRO N2 8

LECTURA DEL pH. DURANTE EL CULTIVO DE Erysipelothrix rhusio

pathiae
EXPERIMENTO 1L
HORAS METODO LIQUIDO AEREADO METODO ESTACIONARIO
0 ] 7416 7.6
2 756 71+6
4 A 7.6
6 7.45 7.5
8 7335 7.45
10 73 735
12 7.3 73
14 73 T 52
16 7.25 7 A2 |
18 762 . 7.05
20 1.2 7
22 7.2} 6.9
24 %2 6.85
26 7 +.15 6.8




CUADRO N& 9

LECTURA DEL pH. DURANTE EL CULTIVO DE Erysipelothrix rhusig

pathiae
EXPERIMENTO III
HORAS METODO LIQUIDO AEREADO METODO ESTACIONARIO
0 . 7.6 7..6
2 7.5 7.6
4 7.5 7.6
6 75 7 55
8 7.4 7.45
10 7.15 7.4
12 7.15 7.2
14 7 +15 7.2
16 7.15 7.2
18 Tl 12
20 7 i g 5 1
2.2 : 70 7 kD
24 7.1 7715
26 7.1 T+1




LECTURA DEL p.H. DURANTE LAS DIFERENTES ETAPAS DE CRECIMIENTO

CUADRO N2, 10

DE Erysipelothrix rhusiopathiae

EXPERIMENTO I

METODO METODO
CONSTANTES
LIQUIDO AEREADO ESTACIONARIO
FASE DE ADAPTACION 7.6 7.6
(o0) (0)
FASE LOGARITMICA DE
7.6 - 7.4 7.6 - 1.4
CRECIMIENTO € 0.2) € 0.2 )
FASE ESTACIONARIA 7.4 - 7.2 7.4 - 7.2
(0.2) (0.2)
FASE DECRECIENTE & 7.2 o 7.2
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CUADRO N2, 11

LECTURA DEL p.H. DURANTE LAS DIFERENTES ETAPAS DE CRECIMIENTO

DE Erysipelothrix rhusiopathiae

EXPERIMENTO TII

METODO METODO
CONSTANTES
LIQUIDO AEREADO ESTACIONARIO
FASE DE LATENCIA 7.6 - 7.5 7.6 - 7.5
(0.1 ) (0.1)
FASE LOGARITMICA DE
7.5 - 7.3 7.5 - 7.2
CRECIMIENTO (0.2) (0.3)
FASE ESTACIONARIA 7.8 = 7.2 7.2 - 6.85
( 0.1) ( 0.35)
FASE DECRECIENTE - 7.2 - 6.85
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LECTURA DEL p.H.

CUADRO N®&. 12

DE Erysipelothrix rhusiopathiae

EXPERIMENTO III

DURANTE LAS DIFERENTES ETAPAS DE CRECIMIENTO

METODO METODO
CONSTANTES )
LIQUIDO AEREADO ESTACIONARIO
FASE DE LATENCIA 7.6 = 7.5 7.6
( 0.1) (0)
FASE LOGARITMICA
7.5 - 7.15 7.6 - 7.4
DE CRECIMIENTO ( 0.35) ¢ 0.2 )
FASE ESTACIONARIA 7.15 - 7.1 7ot - 7.15
( 0.05) ( 0.25)
FASE DECRECIENTE - 7.1 - 7.15

48
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CALCULO DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE Erysipelothrix rhusiopathiae

METODO LIQUIDO AEREADO

A) EXPERIMENTO I

Ln D.O. - Ln D.O. Ln 0.30 - Ln 0.02
u= 2 1 =

T, Tl 8 h. 4 h.

u = 0.677

B) EXPERIMENTO II

Ln D.O. - Ln D.O. Ln 0.24 - Ln 0.005
u= 2 1 =

T2 - Tl 10 h. - 4 h.

u = 0.645

C) EXPERIMENTO III

Ln D.O. - Ln D.O. " Ln 0.56 - Ln 0.06
u= 2 1 =

T - iy 10 h. - 6 h.

CALCULO DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE Erysipelothrix rhusiopathiae
METODO ESTACIONARIO

A) EXPERIMENTO I

Ln D.O.2 - Ln D.O.1 - Ln 0.50 - Ln 0.02

g - T 10 h. - 6 h.
u = 0.536

B) EXPERIMENTO II

Ln D.O.2 - Ln D.O.1 - Ln 0.24 - Ln 0.02

u=
T, - Tl 10 h. - 6 h.

u = 0.620

C) EXPERIMENTO III

Ln D.O.2 - Ln D.O.1 Ln 0.21 - Ln 0.03

M T = T 8 h. - 4 h.




CALCULO DE LA MEDIA DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE Erysipelothrix rhusiopathiae

A) METODO LIQUIDO AEREADO

u Exp. I + u Exp. II + u Exp. III - 0.677 + 0.645 + 0.560
3 3

X =

X = 0.627

B) METODO ESTACIONARIO

x=4 Exp. I + u Exp. II + u Exp. IIT _ 0.536 + 0.621 + 0.480
- 3 3

X = 0.545

CALCULO DE LA DESVIACION STANDARD DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE Erxsigelothrix
rhusiopathiae

A) METODO LIQUIDO AEREADO

/ i -X /  0.00243766

s= 0.0493 = £ o0.05

B) METODO ESTACIONARIO

[ xi-D - /" 0.00336
S§ = —
n

S = 0.058
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CALCULO DE LA T DE STUDENTS DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE Erysi-

pelothrix rhusiopathiae

X = X
s 1 2
2 2
S + S
o )
2 2
2 (n, - D s;” +(m,-18,
& - n, + n, - 2
1 2
SUSTITUYENDO SZ:
2 2
2 . _(3-1) (0.05) "+ (3 - 1)(0.06) e
3+3 -2 //
2
s® = 0.00206 /
o /1
2.5% A
s
SUSTITUYENDO t: . .
¢ 3 4 .
2.6t ¢
o 0.627 - 0.545
/0.00206 +.0.00206
3 3
tc= 2.2162162 tc < t:t
aceptamos Ho
t,= 2.571 para 2.216 £ 2.571
< = 0.05

No hay diferencia estadisticamente significativa de la velocidad de crecimiento de

Erysipelothrix rhusiopathiae en ambos métodos




CUADRO N2. 13

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE Erysipolothrix rhusiopathiae EN

LOS TRES EXPERIMENTOS

METODO LIQUIDO AEREADO METODO ESTACIONARIO
EXPERIMENTO (n'])‘ (n'])
1 0.677 0.536
2 0.645 ] 0.621
3 0.560 0.480
TOTAL 0.882 1.637
X 0.627 0.545
S 0.05 0.06

0.05: No existe diferencia estadistica segnificativa entre ambos métodos



CALCULO DEL TIEMPO DE GENERACION DE Erysipelothrix rhusiopathiae

A)

B)

C)

A)

B)

c)

METODO

EXPERIMENTO 1

t X 0.3010

G =
Ln D.O.Z—LnD.O.1
G = 27 min.
EXPERIMENTO II
G = t X 0.3010
LnILO.Z- LrlD.O.1
G = 28 min.
EXPERIMENTO III
o t X 0.3010
Ln D.0.2-Ln D.O.1
G = 32 min.

CALCULO DEL TIEMPO DE GENERACION DE Erysipelothrix rhusiopathiae

I

LIQUIDO AEREADO

4h X 0.3010
Ln 0.3 - Ln 0.02

6h X 0.3010
Ln 0.24 - Ln 0.005
4h X 0.3010
Ln 0.56 - Ln 0.06

METODO ESTACIONARIO

EXPERIMENTO I
C = t X 0.3010
LnILO.Z- U1D.01
G = 33 min.
EXPERIMENTO II
G = t X 0.3010
Ln D.O.Z-Ln D.O.l
G = 29 min.
EXPERIMENTO III
G t X 0.3010
Ln D.O.2 - Ln D.O.1
G = 37 min

6h X 0.3010
Ln 0.51 - Ln 0.02
4h X 0.3010
Ln 0.24 - Ln 0.02
4h X 0.3010
Ln 0.21 - Ln 0.03
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A)

B)

A)

B)

CALCULO DE LA MEDIA DEL TIEMPO DE GENERACION DE Erysipelothrix rhusiopathiae

METODO LIQUIDO AEREADO

X G Exp. I + G Exp. 2 + G Exp. 3 _ 27 min. + 28 min. + 32 min.
3 - 3

X = 29 min.

METODO ESTACIONARIO

= G Exp. 1 +G Exp. 2+ G Exp. 3 _ 33 min. + 29 min. + 37 min.
3 3

X = 33 min.

CALCULO DE LA DESVIACION STANDARD DEL TIEMPO DE GENERACION DE

Erysipelothrix rhusiopathiae

METODO LIQUIDO AEREADO

[ & xi - D2 « | 4.66

(72}
(]

METODO ESTACIONARIO

s = | £@i - ©° /" 10.666

n

57



58

CALCULO DE LA T DE STUDENTS DEL TIEMPO DE GENERACION DE Erysipelo-

thrix rhusiopathiae

X X

i T e D
/s + g

By )

2
2 (- 5"+ @m-1s,
S + n - 2
0y 2
SUSTITUYENDO SZ:
2 2
2. (3-1) 216"+ (3-1) 3.27
3 F 3 - 2
s2 = 6.1434
SUSTITUYENDO t:
¢ = 2 - 3
BN B XD
3 3
t = 1.976528 £ Z t
[od Cc c
t = 2.571 1.976 < 2.571

para << = 0.05

V: G-1= &
=
~
4 .
/ < =5 /"
/
/
e S
\ .g’
i ¥ + +
=221 fy 0 4¢- 257

aceptamos Ho

No hay diferencia estadisticamente significativa del tiempo de gene-

racién de Erysipelothrix rhusiopathiae en ambos mé&todos




CUADRO N2. 14

TIEMPO DE GENERACION DE

Erysipolothrix rhusiopathiae EN

LOS TRES EXPERIMENTOS

METODO LIQUIDO AEREADO METODO ESTACIONARIO

EXPERIMENTO (n']) (n'])
1 27 .0 33.0

2 28.0 29.0

3 32.0 37.0
TOTAL 87.0 99.0

X 29.0 33.0

S 2.16 3.27

P

0.05: No existe diferencia estadistica significativa entre ambos métodos
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CAPITULO VI: Discusibn
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La curva de crecimiento de Erysipelothrix rhusiopathiae obtenida en

los tres experimentos utilizando los métodos de crecimiento Liquido
Aereado y Estacionario, se comportd de manera parecida bajo las mis
mas condiciones de temperatura e indculo. (ver grdficas N2 1, 2y -

3).

En cuanto al tiempo de Generacién de la bacteria durante la Fase Lo
garitmica, encontramos que es muy parecido en ambos métodos de cre-
cimiento ya que s&lo existe una diferencia de 4 minutos, siendo me-
nor en el M&todo Liquido Aereado que en promedio es de 29 minutos -
mientras que en el M&todo Estacionario es de 33 minutos (ver cuadro

14).

En la Fase de Adaptacidn de la bacteria en el M&todo Lfiquido Aerea-
do, se encontrd diferencia ya que en los 2 primeros experimentos es
ta fase fué de 4 horas mientras que en el tercer experimento la Fa-
se de Adaptacifén se logrd en un periodo de 2 horas; esta diferencia
se debe a que en esta Gltima parte del trabajo se aumentaron las re
voluciones por minuto a que fué sometida la bacteria. (ver cuadros

4, 5y 6y grdficas 1, 2 y 3).

En el Método Estacionario, la Fase de Adaptacién se alcanzé en un -
promedio de 4.7 horas, es decir ligeramente més tardid que en el ME&
todo Liquido Aereado, sin embargo esta fase fué@ similar en ambos Mé

todos de Crecimiento (ver cuadros 4, 5y 6 y grdficas 1, 2 y 3).



61

En lo que se refiere a la Fase Logaritmica en el M&todo Liquido - -
Aereado se observd en un periodo que varia desde las 2 hasta las 12
horas, mientras que en el M&todo Estacionario este periodo fué des
de las 4 hasta las 14 horas, es decir que la duracién de la Fase Lo
garitmica en ambos M&dodos de Crecimiento es de 10 horas (ver cua--

dros 4, 5y 6 y grdficas 1, 2y 3).

Las pendientes obtenidas en cada experimento en los dos MEtodos de
Crecimiento son también similares, siendo la pendiente en té&rminos

generales mayor en el Método Liquido Aereado, ya que mientras en es
te método la pendiente obtenida en promedio en los 3 experimentos -

es de 0.627, en el M&todo Estacionario es de 0.545 (ver cuadro 13).

Esto nos muestra claramente que no encontramos diferencia significa

tiva entre los dos M&todos de Crecimiento

Las curvas de pH. muestran que se afecta el desarrollo bacteriano -
por la acidez del Medio de Crecimiento, obteniéndose el desarrollo
dptimo a un pH. que va de 7.6 a 7.4 en ambos métodos de crecimiento

(ver cuadro 10, 11 y 12 y grédficas 4, 5y 6)



CAPITULO VII: Conclusiones.
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Es mayor el crecimiento de Erysipelothrix rhusiopathiae por

el Cultivo Liquido Aereado ya que se obtiene en menor tiempo
la fase logaritmica de crecimiento lo cual ofrece gran rendi
miento de la cepa empleada; por tal motivo el cultivo de es-
ta bacteria por el Mé&todo Liquido Aereado es mds recomenda--
ble que el M&todo Estacionario para la elaboracidén de inmund

genos contra la Erisipela Porcina.

La fase activa de crecimiento de la bacteria fue mayor cuan-
do el cultivo fue sometido a una agitacidn de 450 R.P.M., -
asi también se determindé que el pH 6ptimo para el crecimien-

to de la bacteria es de 7.5

En futuros trabajos es necesario evaluar el crecimiento de -

Erysipelothrix rhusiopathiae por el Método Liquido Aereado

bajo condiciones de pH controlado, indculo adecuado y nutrien
tes constantes, ya que seguramente se podrd obtener mayor -
rendimiento de la masa celular para la elaboraci6n del inmu-

négeno,
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