UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

EMPLEO DE LA PRUEBA DE INHIBICION DE LA
HEMOLISIS PARA EL DIAGNOSTICO DE
LINFADENITIS CASEOSA EN REBANOS CAPRINOS
DE LA COSTA CHICA DE GUERRERO, MEXICO

T E S i s

QUE PARA  OBTENER EL  TITULO  DE:
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA
P R E S E N T A N

PABLO BUENO SALGADO
SILVIA GINES CARRERSA

ASESOR DE TESIS MY Z SuSANA £ GARCIA VAZOUEZ

COASESOR DU TESIS MV.Z SILVIAND THEIO NUNEZ

CUAUTITLAN IZCALLL, ESTADO DE MEXICO

TESIS CON
FALLA TE ORIGEN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

Pag.
RESUMEN.........cenivvnnn <
INTRODUCCION. ... cvvialenvnns e vedas Ciedien. PN
OBJETIVOS. .. oivivineninnnns e [N 14
MATERIAL ¥ METODO. ... .0 iiviininreninanenoninannsnes oo 15
RESULTADOS Y DISCUSION. .. ..o oviinivvenvnnnss crreneeees 27
CONCLUSICNES. . .......... eereeaaan SR [ 47
LITERATURA CITADA...... Cevesoserensnsnsarenas vessresas 4B



RESUMEN

El presente trabajo Inicia con la recoleccion de los datos clinicos
de tres rebafios caprinos de la regién de la Costa Chica del estado de
Guerrero, Méxice, donde se abtuvicron 152 muestras de suero sanguineo,
con las cuales se desarrollé la Prueba de Inhibicién de la Heméblisis

(modificada, Burrell, 1980).

Como resultado de la prueba se obtuvo que el 95.3%9 7 de las
muestras dieron tftulos positivos, siendo el mas frecuente en la
dilucién 1:2 con un 23.00 7%. Se encontrd una correlacién positiva entre
el nulmerc de abultamientos en ganglios linfaticos y ¢l titulo de
anticuerpos, observando que a medida que aumentd 6 disminuyd el nimero
de hinchazones en los animales, lo hizo también el titulo de
anticuerpos. Ademds, se encontrd una correlacién negativa entre el peso
y el titulo de anticuerpos, deduciéndose que 10s animales menos pesados
presentaron un mayor titulo de anticuerpes, y viceversa. También se
encontrd una correlaclén negativa entre el peso y el numero de
nodulaciones, que indica que los animales menos pesados tenian mayor

nimero de nodulaciones y viceversa.



INTRODUCCION

La linfadenitis caseosa, también llamada pseudotuberculosis, es un
padecimlento crénico que se caracteriza por provocar lesiones
purulentas y caseosas (absceses) en ganglios linfdticos principalmente.
Es observada frecuentemente en animales adultes que llegan al rastro
(Garcia y Ciprian, 1986).

Es una enfermedad infecclosa causada por un bacilo & cocobacilo
grampositivo denominado Corvnebacterium  pseudotuberculosts (C. ovis),
el cual es una bacteria intracelular facultativa. El padecimiento
reviste caridcter endédmico en regiones con grandes manadas de ovejas y
cabras, y su principal fmpacte ccenomico se debe af decomiso de los

animales en e! matadero (Melvin y col. 1988},

Entre las espocirs animales  mds  susceptibles, se  encuentran  en
orden de importanca lo. ovinog, caprinos, eguinos, bovinos, concjos y

clervos {Merchant y Parcker, 1970). En 1989, Radwan y col., reportan un

infreeivn por €. pserudotubescnlosts cerotipo )

en

2500 camellos que compartian la pastura con ovinos y  caprinos en
Sudarabia.
En alpeno: rebafon capriros la enfermedad se ha establecido como

cawsa amportonte de o consaneon, Lo principal forma de infeccion  es a

traves de Leridas caani

Soopor 1o trasguila,  descule,  castracién, etc.
y. la fusnte de infeccion estd constituida por las  secreciones  proce-
dentes de jos linfonddulos rotes. La contaminacion de suelo, pesebres y
camas pucde proporcionar la persistencia de la bacteria en el medio du-

rante largos periodos (Blood y Henderson, 1983, Garcia y Ciprian, 19861



En cabras, muchas heridas pequefias de cabeza y cueilo pueden
infectarse, aunque también, la enfermedad puede desarrollarse por
penetracién de la mucosa oral despues de la ingestion de pus {Melvin y
col,, 1988).

Existen reportes que indican el hallazgo de esta bacteria en las
vias respiratorias de animales sanos, lo que indica la posibilidad de
infecciones endédgenas en animales debilitados {Ocadiz, 1987}

Schreuder y col. {1990}, reportan la presencia del microorganismo a
partir de muestras de leche procedente de media ubre de dusde ademas
mostraba un absceso en el linfonsddulo supramamaria correspondiente, del
cual también se aisld ta bacterin, ro asi de la leche de la olra miitad
aparcntemente sana de una cabra.

En 1986, Iiolstad, demuvsira mediante las pruebas de aglutinacion

bacteriana e inhibicitn de la hemélisis, la preseacia de anticuerpos en
un rebafin caprino aparentemente sano que pistsha en 135 mismas praderas
donde lo hacia otro rebafio clinicamente afectado. Lo anterinr supene i
presencla de la bacteria contwninando los suelag,

La enfermedad sc encuentra amplianwnte distribuida en todas las
areas de crianza ovina ys/o caprina. {(uarcia y Ciprian, 1986}

Ex 1990, Meldrum, reporta e} primer brote de la enfermeda. en
inglaterra, diagnosticandola mediante aislamiento del microorganismo a
partir de abscesos en piel de cabras importalas a dicho pais

En un estidio, Brown v enl U999, encontraren e onoun retafio de
Brasil, ¢l 57.9 % de los animales (33 de 76 calras) pesvntlaban Gtuios
de anticuerpos contra la exotoxina de €. peeudotuborenosis,

En 1988, Nurtall, reporta en Nueva Zelanda una prevalencia de la

enfermedad del 7.4347 ecn ovejas, 063% en corderos y del 0.2% en cabras,




En 1988, Amerongen, reporta por primera vez la enfermedad en dos
rebafios de Costa Rica.

La patogenicidad del microorganismo estd en relacion con la
produccion de una exotoxina termolabil, un factor piogénico
termoestable leucotoxico y un lipido de superficie en forma de capa gue
lo cubre evitando su destruccién antes y después de ser [agocitado y
que es el acido corinemicdlice (Sutherland, 1989}, La barrera celular
lipfidica 'y Ia produccion de la  toxina, estan asociados con el
mantenimiento del curso cronico de la enlfetmedad {Melvin y col., 1988).

La toxina ew letal para el cuye, conejo y oveja, inyectada por via
intravenosa, y produce anemia  hemolitica e ictericia. Es una
glicoprateina  conocida  como  Fosfolipasa 1Y, {a  cual  aumenta la
permeabilidad capilar que favorece la distribucion del microorganisme,
por destruccion  de ko membrana celular de  células endoteliales
(Sutherland, 1989).

Cuando  solunrnte  estan  presentes  los  abscesos  superficiales,  la

infeccion gencialmente ed bien tolerada; sin embargo, el microorganismo

purde penetear en los conductos finfaticos aferentes y causar abscesos
viscerales, Futos  se desarroflan mas a  menudo en les  linfonadulos
mediastinico. y bronguiales. Frecuentements ocurren abscesos pulmonares
maitiples ¥ das cabras coreen el riespo de contracr  bLronconeumenfa
extensi. No es raro que la infeceion ocurra en los ganglios lintaticos
supramamnarios ¥ testiculares, tmientras que en los organos como el

higado, el bazo y los rifiones son afectados con menor frecuencia. La

afeccion visceral extensa da lugar a la enfermedad crénica, que causa

el “sindrome de {a aveja flaca” y su asociado fracaso reproductijvo

(Melvin y col., {988).



Kuria y Ngatia {1950), en un estudlo realizado en Kenia,
encontraren que en ovinos y caprinos la abscedacién es mas comin en
finfonédulos precscapulares (68.25 %), seguido de los precrurales
{14.28 %} y que algunos abscesos son localizados subcutaneamente sin
implicar los linfonddulos superficiales. También encontraron que C.
pseudotuberculosis estaba presente en el 79.3¢ Z de los abscesos y que
en el 1l.1 % de los mismos se localizaban ademas de ¢ste, otros
microorganismos tales como  Bacillus, estreptococos, estafilococus,
colifermes, pseudomonas: mientras que ¢! 952 7 no tostré bacteria
alguna,

Menzies y  Muckle (1989), encuentran una distribucién de abscesos
superficiales en cabras del 66.9 % localizados en la region craneai,
18.5 7% en la region media y 13.6 4 en la region caudal; micontras que en
avinos la encuentran del #81.9 7% en la craneal, 181 % en la media vy
0.0 % en la caudal.

En un estudio realizado en Fstados Unidos, Ashfag y Camplell (1979)

aseveran que de 3013 cabras, el 8.07 % mostraban abscesos superficiales

en diferentes sitios dcl cuerpnn y ~1 75 % se localizaban

e cabeza y cuello, ) 15 % en la tagisn presgeapular v el 10 % en da
region de los flancos y ia ubre. Adomas, encuentran una correlacion

directa entre  ja  eda

de  los  anbnales ¥y la prevalencia de  la
enfermedad, demostrando que la mayor peevalencia se ubica alrededor de
los 4 afins de edad

Por otra parte, Holstad (1986), encuentra que a medida que awmenta
la edad en los animales, lo bace también el porcentaje de anlmales
seropositivos, observands que alrededor de fos 6 afios de edad, el 100 %

de los animales examinados resultaron positives con 1a  prueba de



inhibicién de la hemolisis, mientras que alrededor de 1 aho sélo el 567
resultaron positivos.

Gezon y col, (1991), demuestran que el microorganismo también puede
locaillzarse formando abscesos Junto con  Actinomyces pyogenes y
Staphylococcus sp en regiones poco comunes como la esternal, en donde
ademds las lesiones desarrollan Osteomiclitis,

Erganis y col. (1990), en un examen bacterjolégico de linfonédules
purulentos de borregos, encuentran ademés del agente causal de la
Hnfadenitis caseosa, bacterias tales como Staphylococcus  aureus,
Streptococcus sp., Escherichia coll y Ktebsieila pneumonlae.

Por su parte, Holstad {1988), en otro estudio demuestra que la
infeccién  experimental in vive, en cabras tratadas con  antibidtlcos,
trajo cousipo la abscedacion en drganos internos.

El diagnéstico de la enfermedad puede hacerse clinicamente en base
a las lesiones & mediante el aislamiento de la bacteria (Garcfa y
Ciprian, 1986}, Es de importante valor la presencia de pus verdoso
caseoso contenidv en las abscedaciones (Blood y Henderson, 1988).

En el laboratorio, la enfermedad puede diagnosticarse mediants
métodos como: cultivo a partir de linfonddulos abscedados, inoculacion
de !a toxina a conejos {prueba de Dermonecrosis). pruebas de
aglutinacién, prueba de precipitacién en gel, inmunodifusién simple &
radial y fijacién de complemento. S embargo, ninguno de los métodos
serolégicos probados han side ampliamente usados, algunos por dar
falsos positives y otros por ser caros (Garcfa, comunicacién personail.

Lindsay y Lloyd (1991}, aislaren la bacteria a partir del 100 % de
las hinchazones de un rebafio caprino.

Algunas pruebas serologicas empleadas para el diagnéstico se basan



en la detecciéon de anticuerpos contra la  exotoxina de C.
pseudotuberculosis e incluyen: inhibicién de 1a antihemolisina (AHI),
prucba de proteccién al ratén, hemaglutinacién indirecta (IHA), prueba
de inhibicién de la hemélisis (HIT), e inmunodifusién (Sutherland y
col., 1987).

El estudio de las actividades hemolfticas y hemaglutinantes de la
exotoxina de €. pseudotuberculosis tiene delineado el desarrollo de
cuatro tipos de pruebas de diagnéstico, que son: prueba de inhibicién
de la hemdlisis, prueba de inhibicién de la hemaglutinacién directa,
prueba de inhibicién de la aglutinacion directa con eritrocitos lisados
¥y prueba de inhibicion de la hemélisis en gel (Burrell, 1980).

Holstad  {1986), encuentra  mediante  dos  pruebas  serolégicas
{Aglutinacién Bacteriana e Inhibicion de la Hemélisls) una correlacién
directa entre la edad y la presencia de anticuerpos (Ac) en cabras, D
obtenienda reaccion positiva en cubritos menores de 4 meses de edad y
logrando reaccienes positivas hasta del 98 7% en adultes mayores de 7
ahos de edad,

Johnson y col. (1988), han desarrcltado y comparado una prucba de
ELISA junte con la prueba sinergistica e inhibiclén de la hemalisis,
para registrar la respuesta Inmune de anticuerpos contra la exotoxina
de €. pseudotuberculosls en cabras.

Menzies y Muckle (1989}, wusan la prueba de Microaglutinacién
directa en rebafios afectados por la enfenmedad, obtenicnde una pobre
sensibilidad de la prueba para cabras (52.3 %) y buena para ovinos
{89.7 %), una buena especificldad para caprinos (64.9 %) y pobie para
ovinos (21.7 %); una prevalencia d= la enfermedad de 13.5 7% para cabras

y de B.5 7 para ovinos; un valor de prediccion a la prueba positiva muy



pobre para ambas especles (18.9 7 para cabras y 9.6 % para ovines);
pero un buen valor de prediccidén a la prueba negativa para caprinos
(89.7 %) y excelente para ovinos (95.8 7). Concluyen que la prueba de
Microaglutinacién es rédpida y féacil de realizar, sln embargo, no la
recomiendan.

Langenegger y col. (1987), obtienen un ajergeno designade
“Linfadenin” para el diagnéstico de la enfermedad en cabras, el cual
luego de ser probado en cuyes, lo inyectaron a cabras obteniendo en el
sitlo de Inyeccion un incremento promedio de 6.04 a 2.87 millmetros en
animales clfnlcamente enfermos y de 0.57 a 0.4 milimetros en los sanos.

Oliveira y col. (1992), emplcan la prucba de CLISA para medir los
niveles de antlcuerpos contra la exotoxina, y sus resultados indican
que, tanto ésta como la "lifadinina®, son los mejores antigenos para
detectar inmunoglobulinas especificas contra C. pseudotuberculosis.

En ovinos, Zhao y col. (1987}, indican que la prucba de ELISA es un
método  preciso  para el diagnéstico de la  infeccion por C.
pseudotuberculosis,

En 1987, Brown y col, utilizan la prueba sinergistica dc
inhibicién de 1a hemblisis obtenlendo una proporeidn  de reactores
serolégices tan alta como la proporcién de animales con abscesos
(caprinos y ovinos), lo cual es sugestivo para usar la prueba en la
deteccidn de animales Infeetados subclipicamente.

flelstad (1986}, compara las pruebas de aglutinacion bacteriana
(BAT} y la Inhiblcién de la hemdlisis (HIT) demostrando Ja facilidad de
su desarrollo y considerandolas apropfadas para el estudio de la

infecetédn por C. ovis en cabras.

Langenegger y col. (1991}, estudian la prevalencla de ia enfermedad



en rebafios de Rfo de lJaneiro, logrando detectar mediante la prueba
sinergfstica de HI, anticuerpos en el 192 % de los animales
examlnados, tftulos que varlaron de 1:2 a 1:1256. Usaron también la
prueba de Linfadenizacién obteniendo reacciones positivas en el 22.1 7
de los animales. Concluyen que esta (ltima prueba resulta mas sensible,
especifica y un practico métode en el campo.

Brown y col. (1986), mediante la prueba sinergistica de inhibicién
de la  hemélisis (SHI), encuentran en varlos muestreos una
seropositividad del 98 % cn cabras y del 96 7% en ovinos. Concluyen que
la prueba es capaz de detectar anlmales afectados clinicamente como
subclinicamente, pero que es escasa en cspecificidad 6 que sus titutes
son un reflejo de infecciones reclentes ¢ anterlores.

Laak y col. {1991}, reportan el uso de la prueba de FLISA y la
proponen cemo apropiada para los programas de  erradicacién de a3
enfermedad en caprinos y avinos.

Kuria y tHolstad  (1989), encuentran  en  rebaios  de  Noruega,
examinados mediante la  prueba de  Inhiblclén de la  hemélisis, una
prevalencla de animales seropositivos que varié del 8 % al 85 %, adn
cuando los examenes clinicos no fueron reallzados en el eutudio.

Pérez (1993}, desarrolla la prueba de inhibiclén de la hemélisis en
118 sueros ovinos obtenidos a partir de animales sacrificados en
rastro, logrando los mds altos titulos en las diluciones 1:8192 y 1:32
(35.6 % y 15.25 7 de las muestras, respectivamente) y conciuyendo que
la prueba es sensible, econdmica y de facll realizacién, por lo que la
considera promisoria para el diagnostico de la enfermedad.

Piran (1990), desarrclla una prueba llamada “"Dot Blot™ para el

serodiagnostico de linfadenitis caseosa, concluyende que dicha pructa



resuita rapida, barata y con alta especificidad y sensibilidad en la
detecclén de animales afectados, lo cual es corroborado mediante la
prueba sinergfstica de Inhibicion de la hemélisis.

Todos los Intentos que se han hecho para producir una vacuna contra
la linfadenitis  caseosa han  dado pobres resultados. Mediante la
vacunacién es posible disminuir el numero de abscesos en los animales,
ya que con ella disminuyen los efectos de la toxina bacteriana, pero no
es posible limitar muche la propagacion sistémica de la bacteria, ni la
formacién de abscesos. La infeceidn cuténea no se ve impedida (Blood y
Henderson, 1988).

Holstad (198Y), ha probado una vacuna combinada (toxoide crudo
filtrado mas bacterias enteras) contra la infecclén natural en varlos
rebafios caprinos de Noruega, demostrande la respuesta de anticuerpos
mediante la prueba de inhibiclén de la hemdlisis. No obstante de no ser
lo suficientemente eficaz dicha vacuna, la rvecomienda como la dnica
medida protectora contra la Pseudotuberculosis en los rebahos caprinos
de este pais.

Ribeiro y ool (1988), evaluan una vacuna formolizada y adiclonada
con fosfato de aluminio como adyuvante, obteniendo una proteccién
estimada del 77 7 contra la exposicidon de la enfermedad en cabras.

Existen antibidticos efectivos contra €. ovis "in  vitro®, sin
embargo, las lesiones que se producen en ¢l animal son encapsutadas y
esto  hace sumamente dificil que dichos antobidticos atraviesen esas
barreras y destruyan ¢l agente causal, por lo que este tipo de
tratamiento no es recomendable (Garcia y Ciprian, 1986).

In vitro, {por prucbas de antibiograma), Favier y cob. (1990},

encuentran sensibles a ampiciiina, cefalosporina, gentamicina,



tetraciclina, esplromicina, eritromicina y lincomicina, las 58 cepas de
C. pseudotuberculosls por ellos estudiadas.

Dravecky y col.{1986), sugieren como control de la enfermedad; el
alslamiento individual de los animales afectados, ¢l tratamiento
quirurgico, J}a administracién de antibiéticos parenteralmente, la
eliminacién segura del exudado purulento, la prevencién de ia ruptura
espontdnea de los abscesos, as{ como un programa de vacunacién en

ajgunos palses.
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OBJETIVOS

1.~ Realizar - un sondeo epidemiociégico de la Linfadenitls Caseosa
en rebafios caprinos de la costa chica del estado de Guerrero, México,
ubicados en las comunidades de Arroyo de Barranca Honda y Cumbre de
Barranca Honda, municipio de Ometepec, y, aportar una Investigacién

mas, en beneficio de la caprinocultura en Méxlco.

2.~ Utilizar la prueba de [nhibicién de la hemélisis para detectar
los titulos de anticuerpos contra la toxina de Corynebacterium

pseudotuberculosls, de las muestras seroldgicas obtenidan.

3.- Montar la prueba de inhibiclén de !a hemdlislis, como una
técnica mas de diagnSstico en e! laboratorioc de Microblelogia de la

Facultad de Estudlos Superiores Cuautitidn, UNAM.



MATERIAL Y METODO

1. MATERIAL BIOLOGICO:

a) REBAROS CAPRINOS.- Luego de efectuar varlos recorridos por la
regién, se procedid a realizar un sondeo epidemiolégico de la
enfermedad en cuestion y a selecclonar los rebafios. Cabe aclarar
que se trabajé en coordinacion con el FONDO REGICNAL DE SOLIDA-
RIDAD DE LOS PUEBLOS AMUZGO-MIXTECO-TLAPANECO Y NAHUATL DEL
ESTADO DE GUERRERC, el cual, en ese entonces tenia en ejecucién
un proyecto denominado UNIDADES CAPRINAS, entre otros. Por la
anterior razon, se tuvo acceso a mis de 17 rebafios localizados en
los municipios de Ometepec, Xochistlahuaca, Tlacoachistlahuaca,
Azoyu, Igualapa y Cuajinlecuilapa. Por la facilidad del acceso y
pensando en la  posibilidad de repetir el muestreo, para el
presente estudio se selecclonaron tres rebafos caprinos dei
municipio de Ometepec: el primero  {rebafio A) ubicado en la
comunidad de Arroyo de Barranca ilonda, propiedad de un grupo de
caprinccultores y un tamafic de 320 cabezas; el segundo (rebapo B)
ubicada en la comunidad de Cumbre de Barranca Honda, propiedad
del Sr. Mario Rufino Herndnder y un tamafio de 30 cabezas; y el
tercero {rebafic C) ubicado en la comunidad de Cumbre de Barranca
Honda, propiedad del Sr. Lorenza Santiago de las Nieves y un
tamafic de 80 cabezas. De estos rtebanos se eligieron al azar 152
animales de raza criolla, ambos sexes (23 machos y 129 hembrasl,
mayores de 4 meses de edad {(de 4 a 60 meses) y sin conslderar Ja

presencia  de  abultamientos superficiales. En el cuadro No. |



aparecen mayores detalles respecto a los animales muestreados,
aclarando que los primeros 100 pertenecieron al rebafio A, los 19

siguientes al B y los 33 ditimos al rebafio C.

) MUESTRAS DE SUERO SANGUINEO.- Una vez selecclonadoes, identifi-

c

cados y tomadas las historfas clinicas de los animales, de cada
cada uno de ellos se obtuvieron aproximadamente {0 ml de sangre
venosa mediante puncidn con aguja y Jeringa estériles. Luego del
reposa y de haberse separade el codgulo sangulnec del suero, éste
Gltimo se Introdujo a un vial fgualmente estéril. Hecho lo
anterior, los viales fueron colocados en el interior de termos en

refrigeracion para su traslado y pronta congelacién,

ERITROCITQS DE CADRA.- De un caprino cualquiera, propledad del
médulo de posgrado de la FES-C, se obtuvieron 5 ml de sangre
venosa con EDTA (4cldo  etilendlaminotetraacético} como
anticoagulante, y se introdujeron a un tubo de ensaye estéril.
Una vez en el laboratorio de Mictobicologia de la FES-C, la
muestra se centrifugd a 2500 r.p.m. durante 10 minutos, luego se
deseché el sobrenadante claro (plasma) con una pipeta estérit y
con otra se repuso de PBS [solucién bufferada de fosfatos) el
equivalente en volumen, Esta misma operacién se repltié por tres
veces hasta lavar los hematfes. En seguida, con uha pipeta
estéril se tomaron 1.0 ml del centrifugado (eritrocitos} y se
diluyeron en 199.0 ml de PBS (pH=7.2) que conteniga un matraz,
agitAndose suavemente para homogenizar. De este modo se obtuve

una concentracion del 0.5 % de gldbulos rojos de cabra.



d) TOXINA DE Corynebacterlum pseudotuberculosls.~ Fué obtenlda a
partle de una cepa (caso clinlco} proporcionada en e! labora-
torio de Microblologfa de la FES-C. El cultlvo puro de C.
pseudotuberculosis se inoculé en caldo BHL {infusién
cerebro-corazén) con suerc y se Incubé a 37 € durante 72 hrs.
Luego, la suspension fué centrifugada a 2500 r.p.m. durante 30
minutos. El lf{quido sobrenadante fué sometido a filtracién a
través de un filtro millipore {membrana con poro de 0.22 um) y
constituyd el extracto c¢rude de la toxina. A continuacién,
se realizd la titulaclén de la toxina, medlante la sigulente

técnica:

PRUEBA DE HEMOLISIS
1) Ea una serle de 11 tubos e ensaye, se colocdé en forma

constante 0.25 m! de POS (pH=7.2).
1 2 3 L] 5 L3 7 8 9 10 1

2) Al primer tubo se afadié .25 ml del extracto crudo de la
toxlna. Se homogenizd y se pasé 0.25 ml de esa mezcla al

siguiente tubo, y asi sucesivamente hasta el tubo No. 11

{diluciones dobles).



1 2 3 4 s ] 7 ] 9 10 it
Q ZZ] Z Q

3) Se afadié 0.25 m! de eritrocitos de cabra al 0.5 7 en cada

tubo.

4) Se incubé a 37 €, durante | hr.
S) Lectura de resuliados:
Hemoélisis hasta el 6o. tubo.

Sedimentaclén a partir del 7o, tubo,

ros

Toxina sin dituir

Eritrocitos de cabra al 0.5 7

El resultado indicé que en el tubo No. & fué la ultima dilucidn
en la que presentd actividad hemolftica la toxina, y aqul se
encontré  una  unidad hemolitica. Para el trabajo rTealizado se

utitizaran 4 unidades hemoliticas, para lo cudl se diluyd la



toxina 1/16. En este caso, dade que se prepararon 160 mi de
toxina titulada, a 150 ml de PBS se le agregaron 10 ml del
extracto crudo de la toxina (toxina sin diluir}.

(Pérez, 1993},

2. MATERIAL NO BIOLOGICO:

a) DE VIDRIERIA.-  * Viales

Tubos de ensaye

Vasos de precipitado

Matraces

-

Tubog con tapén de rosca

Pipetas

Microplacas

Microplpetas

Microdilutores

* leringas

Filtro millipore

b) EQUIPO.~  * Autoclave

Centrifuga

Potenciémetra

Bascula analitica

Estufa bacteriolbgica

Refrigerador

Congelador

Termos portatiles



¢). REACTIVOS Y SOLUCIONES.- La forma de preparar la Solucién Buffe-

rada de Fosfatos (PBS) fué la siguiente:

fer. paso.- Soluciones concentradas.

Na2 HP()4 (fosTate de sodio) 0.15 M 21.3 g/l de agua destilada
KH2 PO4 {fosfato de potasio) 0.15 M 20.4 g/l de agua destilada

Na C! {cloruro de sodio) 0.1S M 8.8 g/l de agua destilada

20. paso.- Outencion de PBS con pH=7.2.

Naz HP04 76.0 m}
KH2 PO‘1 24,0 ml
Na C} 100.0 m!

(Murilla, 1986).

En el presente caso, dado que se requerfan aproximadamente 2

fitros de PBS, a 2 litros de agua destilada se le agregaron

16.188 g de Naz “PO“L' 4,896 g de K“Z P04 y 8.800 g de Na Ci,

agitdndose hasta disolver los reactivos. Luego, mediante el

uso

de un potencidnetro se verifico el pll y finalmente la sotucitn

fué¢ sometida a csterilizacion.

3. METODO:

PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMOLISIS (Burrell, 1980).
Técnica_Modificada;

1) Se colocd una gota {(0.03 ml aproximadamente) de PBS (pH=T7.2)

forma constante en una serie de 15 orificios de la microplaca.

I HEHHEEE

en

2) Se ahadis una gota de suero a titular en el primer orificlo y se

homogenizd. Enseguida se tomd una gota de este suero y se pasd al

20



slgulente orificlo y asi sucesivamente hasta el orificio nimero 14.
uzansowsqmugnuc-
3) Se afiadlé una gota de toxina bacteriana titulada {con 4 unidades

hemoifticas) en forma constante a los 1S orificlos.

1 2 3 4 13 6 7 ] 9 10 1% 12 13 14 C-

4} Se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas.

5) Se agregd una gota da eritrocitos de cabra al 0.5 7 a todos los

orificlos.

W

6) Se incubd en refrigeracion (2 a 4 C), durante 72 horas.
1) Se tomd la lectura. @ @

boton hemélisis

¢- = cohtrol negativo {(sin suero)
(M = svero
EQ = toxina bacteriana
[m = erlitrocitos de cabra al 0.5 %

botén = sedimentacion de hematies

2%



Cuadro No. 1. Datos generales de los animales muestreados.

Nuam: EDAD PESO ESTADO OBSERVACIONES
CASO SEXO {meses) (Kg} NUTRIC, (Sistema Linfdatico)

0ot H 8 30 B Blen, aparentemente
002 H 8 25 B PEs abultadeos igeramen.
003 H & 15 B PEs y PCs abultados 1ig.
004 H 48 45 R PC der. abultadoe

005 H 48 40 D PEs abultados

006 H a8 S0 D PE der. deb.,PE lzq. ab.
007 M 7 20 R PEs abultados

008 H 24 40 B PE der. y PC {zq. abult.
009 H 12 30 B PCs abultados

a10 H 36 40 R PEs abultados

011 M 9 15 B PC der . absc;PE izq.abul.
012 M 8 15 R PEs abultados

013 H 24 3s B PE der. y PC {zq. abuit,
ol 4 H 6 15 D PE izq. abultado

015 u 24 35 B PE der. abultado

ol6 H 36 30 MD Bien, aparentemente
017 H 24 25 R PC izq.abult., ligeramen.
018 H 24 20 D PEs ¥y PC der. abultados
Q19 H [ 10 D PC izg. debridado

020 H 24 35 B PE der. debridado

ozt H 24 45 B Bien, aparentemente
022 H 24 40 B PC 1zq. abscedadn

023 M 24 55 B Bien, aparentemente
024 M 36 60 B PC der, abultado

Q25 H 36 3o D PEs abultados

026 H a8 40 R PC der. abultado

027 H 8 25 [:] PC izq. abultado

ozs H 24 40 B Blen, aparentemente
029 H 24 40 R Bien, aparentemente
030 H 12 35 B Bien, aparentemente
0314 H 36 40 R Bien, aparentemente



032

034
035
036
037
0318
039
040

042
043
044
045
046
047
048
049
050
051
osz2
053
054
055
056
057
058
05%
060
061

062
06l
064
065
066
067

H

H
H
H

36
24

12

48
48
12
36

12
24
k2
8
18
48
24
48
24

2
4

a8
36
48
24
24
12

10
36
48

36
10
24

24

50
a0
20
40
20
40
40
30
as
20
20
30
25
30
30
40
40
as
RH
20
30
s
30
35
s
a0
20
20
30
a0
35
20
s
20
30
30

z =
w =

=T~ B -- B - B w - I - I L2 - B - - I+

M

o o0 o e T 09 0 w0 N X Yoo ow

fw)

Blien, aparentemente

PE der. abuitado, SP debridado
PE der. abultado

Blen, aparentemente

PEs y PC i{zq. abultados

PC Izq. abultado

Bien, aparentemente

PE der. abultado

PC der. abultado

Todos abyttados |igeramente
PE der. abultado ligeramente
Bien, aparentemente

Bien, aparentemente

Todos abultades |igeramente
Todos abultados |igeramente
PC der. abultado

Bien, aparentemente

Bien, aparentemente

PE lzq. abultado

PE izq. y PC izq. abultados
PEs, PCs y RMs abultados
PEs, PCs, RMs y SMs abuitados
PEs y PCs abultados

PCs ¥y RMs abultados

PE izq. abult., PC izq. absce.
RMs abuitados

PC der. abultado

PC izq. abscedade

PC der. abul tado

PE der. y PC der. abultados
Bien, aparentemente

PE lzq. abultado

PCs abultados ligeramente
PCs abultados ligeramante
PEs, PCs y RMs abult, {liger.
PEs y PC abultados
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068
069
070
071
072
073
074
075
076
o7
078
079
o80
081

082
083
084
085
086
087
088
089
090
094

092
093
Q94
095
096
037
098
099
100
101
102
103

24
36
24
24
12
10
36
24
12
10
48

10

i0
10
10

12
10
10
24
24
24
48

24
12
12
24
48
24
ag
a8
48

25
30
40
30
30
20
30
30
25
20
40
15
20
15
i5
20
15
12
20
20
20
25
30
35
40
15
20
25
a5
35
35
s
a5
50
40
35

ot B - B = R~~~ B~ B - O - - -~ -~ S - I S - - B B B~ R I - T - R 2 - T - -~ B - - B - B -

z
= v

PEs y PCs abultados

PEs y PC der.abult., SP izq.debrid,
PE der. abultado

PEs y PCs abultados

PE der. abscedado

PE der. y PCs abultados

PE lzq. y PCs abyltados

PE izq. abscedado

PEs y PCs abultados

PEs y PC izq. abultados

PEs, PCs y RMs abultados

PEs abultados

PEs abultados

PES y PCs abultados

PCs abultados, PE der. abscedado
PEs y PCs abultados

PEs abultados

PEs y PC der abuitados

PEs y PC izq. abultados

PEs y PCs abultados

PEs y I’Cs abultados

PEs y PCs abultados

PE 12q. abultade y PCs abulta. lig,
PEs abultados

PEs abultados

PEs abultados

PEs y PC izq. abultados

PEs y PCs abultados !igeramente
PEs y PC lzq. abultados

PE izq. absced., PE der y PCs abul,
PEs y PC der abultados

PEs abultados, PCs abulta. ligeram.
PEs y PCs abultados

PC izq. debridado

PEs abultados ligeramente

PC izq. abultado
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104
105
106
107
108
109
110
1
112
113
114
115
116
"7
s
19
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
[ %]
132
133
i34
125
136
137
138
1392

T mxxT T xmx:ox

= e 4

36
48
48
60
48
24
48

12
24

12
12
12

35
40
40
50
45
70
35
a5
25
30
25
25

20
20
20
25
45
50
50
40
as
40
60
30
35
35
25
as
a0
as
0
30
a0
as

30

T mmx XX OWD O WHEAU DT ODOXUO XU T DWW N WO WD

PCs abultados |igeramente

PE {zq.absce., PE der.y PCs abul,
PE der. debridado

PC der. abultado

Blen, aparentemente

PE izq. abultado

PC der. abultado

Blen, aparentemente

PEs y PC der. abultados

Blen, aparentemente

(%

PE der. abultado ligeramente
PE der. y PC I2q. abultados
Absceso debridado en costado izquie.
Bien, aparentemente

PE izq. abultado ligeramente
Bien, aparentemente

Blen, aparentemente

Blen, aparentemente

Bien, aparentemente

Blen, aparentemente

PEs abultados | igeramente

PEs abultados

PE der. abultado

PC der. abultado

Blien, aparentemente

PEs abultados | igeramente

PEs y PCs abul tados | igeramente
Bien, aparentemente

Bien, aparsntemente

Blen, aparentemente

Bien, aparentemente

PEs abultados }ig., PC der., absceda.
PEs abultados | {geramente

PEs abultados | igeramente

Blen, aparentemente

Hien, aparentemente

25



140 H 10 30 R PEs abultados !igeramente

141 H 48 50 R Bien, aparentemente

142 H 48 40 R PE der. abultado llgeram.

143 H 48 60 B Blen, aparentemente

144 M 9 30 B Blen, aparentemente

145 H 36 40 B PC izq. abultado ligeram.

146 H 12 25 B Bien, aparentemente

147 H 12 25 B8 Bien, aparentemente

148 H 12 25 D Bien, aparentemente

149 H 48 40 R ¥C izq. abscedado

150 H 48 40 R Bien, aparentemente

151 H 12 30 R Bien, aparentemente

152 H 12 a0 D Bicn, aparentemente

M= Macho D= Deprorable RM{s)= Retromamario {s)

H= Hembra MO= Muy Deprorabie SP(s)= Subiparotides {s)

MB= Muy Bien PE(s)= Preescapular(s) (*}= Absceso debrida-
do en plerna iz-

B= Blen PCls )= Precrurai{s) quierda, a nivel
de borde caudal

R= Regular SMis }= Submandibular{s} del muslo.

4. METODO ESTADISTICO:

Los resuitados de la prucba de Inhibicién de la Hemolisis fueron
conjuntades con  los obtenldos mediante las exploraclones clinicas
realizadas en los anlmales y se sometieron a analisls y correlacién de
las varfables. Para fines estadisticos, los resultados de la prueba

(diluciones} fueron convertidos a logaritme natural (Wayne, 1977).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

En el cuadro nimero 2 se detallan los resultados de la prueba de
Inhibicién de la Hemélisis en cada una de las muestras trabajadas
{titulo de anticuerpos). En todos los casos hubo hemolisis en el ualtimo
orificio (control negativo), lo cual sugler;: la ausencia de anticuerpos

que inhibieran la hemélisis llevada a cabo por la exotoxina bacteriana.

En cada caso se anota el nimero del orificio en donde se observéd el
dltimo boton. Esto indlca que eésta fug la altima dilucion (diluciones
dobles) del suero, capaz de Inhibir el efecto hemolizante de la toxina

de Corynebacterium pseudotuberculosis,

Cuadro No. 2: Resultados de ta PRUEBA DE INHIBICION DE LA

HEMOLISIS.

Nim. CONTROL. ULTIMO ORIFICIO TITULO DE
cASQ NEGATIVO_ _.CON BOTON_ ____ _ANT1CUERFOS
001 H A 1 : 4
002 H 4 1 : lé
003 H 3 i :8
004 H 4 1 16
vos H 4 1 : 16
06 1 5 1 : 32
Q07 H 3 1 : B
o]0} H 6 1 : 64
009 H 4 1 : 16
010 H 6 1 : 64
011 H 6 1 : 64
o012 H 3 1 . 8
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1: 16

013

16

014 .

015
016
o017

2 46
1: 46
1:16

o H

018

019

64
i:46
1: 84

020
o2y

022

a4

023
024
025
026
027

H

H

028
029

030
031

H
H
H
H
Hi

032

2 32
1 :16

033
Q34

035
036

i 16

H

037
038

039

040

H

042

043

044

045

H
H

16

046

i

H

047

H
H

o048

+ 64

049
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164

050
051
052
053

054

128

1

64
1 64
;64
: 64

055

056

057

H

058
059

H

060
061

062

: 128

16
: 32

063

064

065

066

: 32
116
i 64

067

068

H

069
Q70

232
116

071

072

073
074

32

Q75
076
a7

LAY 3

H
H
H

o8

H

079

080
081

: 16

H

OB2
083
084
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o087
OB8
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091
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094
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096
097
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161
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R R
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116
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119

H

H
H
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En la grafica No, | puede apreciarse la proporcion de los
abuitamientos segin el grado de su severidad. Las caracteristicas de

jos agrandamientos también se plasman en el siguiente cuadro:

Cuadro No, 3: Caracteristlcas de los casos con

abultamientos.
CARACTERISTICA CANTIDAD DE CASOS PORCENTAJE
Abultamlentos ligeros 21 20.72 2
Abultamientos francos 69 62.16 %
Abscedaciones 11 9.91 %
Debridaciones 8 7.21 %
Total 111 100.00 7

{VER GRAFICA No. ).

De los abultamientos encontrados, dos de ellos se localizaron
extralinfoncdularmente (casos No. 105 y 116), lo cual coincide con lo
que rcportan Kuria y Ngatia (1990), quienes afirman haber encontrade
6 abscesos (de 59 cabras} localizados subcutaneamente sin implicar los

linfonédulos superficiales.

A la exploracién clinica, se encontréd que el 73.03 % de los casos
{11l de 152 caprinos] presentaban abultamientos palpables. fn la
graflca No. 2 so muestra las proporciones de los abuitamientos segun

sy distribucion en el cuerpo de los anlmales. Esta localizacion también



puede apreciarse en el cuadro que sigue:

C\;adro No. 4: Localizacién de los abultamientos en los

linfonédules palpables.

LOCALIZACION: _CANTIDAD _PORCENTAJE
Preescapuiares 84 48.557%
Precrurales 71 41.04 7
Retromamarios 9 5.20%
Submand i bulares 4 2317
Subparotideos 5 2.89 7
99.99%

{¥ER GRAF I CAHo. 2},

La distribucién de los abultamientos encontrada en el presente
estudio, no coinclde con la que alguncs investigadores reportan. Por
ejemple, Kuria y Ngatia (1990) encuentran una distrubucion del 68.25 7%
en preescapulares y del 14.28 7 en precrurales; Menzies y Muckle (1989)
1a encuentran del 66.9 % ¢n regidén craneal, 185 % en regién media y
del 14.6 % en regidn caudal; y, Ashfag y Campbell (1979) la encuentran
del 75 7% en cubeza y cuello, 15 % en preescapulares y 10 7 en flancos y
ubre. Esta diferencia puede ser debida a la nula similitud de los
sistemas de explotacién  de  los  animales que ellos  estudiaron,

comparados con los del presente estudio.

Preciso es aclarar que al moments de recopilar los dates clinicos,
s¢ hizo énfasis en la exploracion del sistema linfatico (linfonédulos

palpables), y aunque se exploraron los otros sistemas, no se llevaron a
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cabo los registros completos.

En cuanto a constantes fisiolégicas, s6lo se tomaron las de algunos
animales, por lo que no podemos considerarlas como puntos de andlisis
verdaderos, sin embargo, cabe menclonar que las temperaturas
vegistradas fueron halladas dentro del rango conslderado como normal

(38,5 a 40.5 C) en cabras.

En el siguiente cuadro se comparan los resultados de la prueba de

inhibicién de la hemdlisis con los datos clfnicos anotados.

Cuadre No. 5: Comparacién de los datos clinicos con los
resultades de {a prueba.

MUESTRA| (1)]| EDAD PESOIEDO. (2} |NUMERQ DE TITULO (P}

NUMERQO (SEXOj({meses)|(kg)|NUTRIC.NODULOS (Dilucién) {(Ln)

001 2 8 30 4 0 {1:4) -1.38629
002 2 B 25 4 2 (1:16} -2.77259
003 2 (3 15 4 4 (1:8) -2.07944
004 2 48 45 3 i (1:16) ~2.77259
005 2 L3:3 a0 2 2 (1:16) -2.77259
006 2 48 50 2 2 (1:32) -3.46%574
007 1 T 20 3 2 (1:8) -2.07944
008 2 24 40 4 2 (1:64) -4,15888
009 2 12 30 4 2 (1:16) -2,77259
010 2 36 40 3 2 (1:64) -4. 15888
0 t 9 15 4 2 {1:64) -4.15888
012 1 8 i5 3 2 (1:8) -2.07944
013 2 26 a5 4 2 (1:16) -2.77259
014 2 6 15 2 1 {1:16) -2. 77259
015 2 24 35 4 H (1:8) -2.07944
016 2 a6 30 1 [} {(1:4) -1.38629
017 2 24 25 3 1 (1:4) ~1.38629
018 2 24 20 2 3 (1:16} -2,77259
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{1:8)
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(1:8)
(1:32)
(1:16)
(1:2)
(1:16)
(1:2)
(1:2)
(1:8)
(1:4)
(1:8)
{1:2)
{1:4}
{1:2)
{1:32)
{116
{1:8)
{0}
{1:64})
{1:64)
{1:128)
{1:8)

~-2.07944
0.0
-1.38629
-2.07944
-1.38629
-1.38629
-2.07944
-2.07944
=2.07944
-1.3862%
-1.38629
-2.07944
-1.38629
-2.07944
-3.46574
-2.77259
-0.69315
-2.7725%
-0.69315%
-0.69315
-2.07944
-1.38629
~2.07944
-0.6931%
-1.38629
-0.69315
-3.46574
-2.717259
-2.07944
0.0
-4.15888
-4,15888
~4.85203
-2.07944
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(1:32)
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(1:32)
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-2.07944
-4, 15888
-4.15888
~4,15888
-4,15888
0.0
-2.07944
-1.38629
-4.85203
-2.17259
-3.46574
-2.07944
-0.69315
0.0
~3.46574
~2.77259
-4,15888
-2.07944
~-3.46574
-2.77259
-1.38629
-3.46574
-Z2.07444
~2.07944
-2.77259
-2.07944
-2.07944
~1.38629
-2.07944
-2.77259
-2.07944
-2.07944
-0.69315
-2.07944
-2.71259
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(1:4)
1:32)
(1:4)
(1:8)
(1:16)
(1:32)
(1:8)
(1:8)
(£:3)
{1:32)
{1:16)
(1.8)
(1:4)
(1:4)
(1:2}
{1:4)
(1:2)
(1:4)
(1:64)
{1:4)
(1-2)
(1:4)
{1:3)
(14
11:8)
{2}
(1:4)
(1:1€)
{1:16)
{L:4}
(1:4)
{1:2)
(1:4)
{1:2)
(i:2)

-1.38629
-3.46574
~1.38629
-2.07944
-2.77259
-3.46574
-2.07944
-2.07944
-1.38629
-3.46574
=2.771259
-2.07944
-1.3B629
~-1.38629
-0.69315
-1.38629
=0.69315
-1.386.29
~-4.15888
-1.38029
~-0.69315
-1.3B622
-1.38629
-1.38629
=2.07944
-0.69315
-1.138629
-2.71259
=2.T1259
~1.3B629
~1.38629
~0.69215
-1.38629
-0.6931%
~0.69115




123 2 48 S0 4 o (1:2) -0.69315
124 2 12 40 4 2 (1:2) ~-0.69315
128 2 24 35 2 2 (1:4) ~-1.38629
126 2 48 40 3 1 (1:2}) -0.69315
127 1 12 60 4 1 (1:4) -1.38629
128 2 12 30 3 (o] (1:2) -0.69315
129 2 4B 35 4 2 (1:2) -0.69315
130 2 12 35 3 4 (1:4) -1.38629
131 2 9 25 4 [+] (1:2) -0.69315
132 2 48 45 3 7] {(1:2) -0.69315
133 Z 48 40 2 (4] (1:2) ~0.69315
134 2 1o 35 3 o (1:4) ~1.38629
135 2 36 40 3 3 (1:8) -2.07944
136 1 12 30 e 2 (0) 0.0
137 2 48 40 4 2 (1:2) -0.69315
138 ] 10 25 3 [ (1:2) -0.69315
139 1 12 30 3 o {1:2) -0.69315
140 2 10 30 3 4 {1:2) -0.69315
141 2 48 50 3 (4] (1:2) -0.69315
142 2 48 40 3 1 (1:2) -0.69315
143 2 48 60 4 0 {1:2) -0.69315
144 I 9 30 4 (V] (o) 0.0
i45 2 a6 40 4 1 (1:2) -0.69315
146 4 12 25 4 [+] (1:2) -0.69315
147 2 12 25 4 [¢] {(1:2) -0.69315
148 2 12 25 2 ] (1:2) -0.69315
149 2 48 40 3 1 (1:8) -2.07944
150 2 48 40 3 4] (1:2) -0.69315
151 2 1z 30 3 4] (1:2) -0.69315
152 2 12 30 2 Q (0) 0.0

113 1 indica MACHO y 2 Indica HEMBRA,

t211 5, 4, 3, 2 Y I corresponde a Muv BIEN (MB), B1EN

(B), Recurar (R), verropabLe (D) y wmuy DEFPROBABLE,
(MD) respectivamente.
{Ln): Logaritms naturat.

(PIH):

Pruebs de Inhlblcién da ta hemdlinle.
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Al procesar los sueros mediante la PIH, los tftulos de anticuerpos
resultantes, contra la toxina de C. pseudotuberculosls, se encontraron
entre las diluclones 1:2 y 1:128, lo e¢ual coincide con lo
encontrado por Langenegger y col. (1951). Pero no colncide con lo que
reporta Pérez {1993), quizd, debido a que éste trabajé mucstras
serolégicas de ovines procedentes de rastro.(VER Pagina No. 11).

En el cuadro siguiente se describe el nimero de muestras en cada

diluclon.

Cuadro No. 6: Titulos de Anticuerpos encontrados en la

PHI en los !52 sueros de caprinos.

DILUCION T1TULO CANTIDAD PORCENTAJE
a 0 K 4.60 7%
1 i:2 35 23.03 7
2 i:4 33 21.71 %
3 1:8 34 22.37 %
4 1:16 20 1J.16 %
5 1:32 10 6.58 7
6 1:64 it T.24 2
7 1:128 2 1.31 7

Tot ai: 152 100.00 2

(VERGRAFICA Neo.3)

En la grifica No. 3 se muestran los regultados de la prueba

realizada, de acuerds a la proporcidon de las muestras en cada dilucién.

Como puede verse, la mayor proporclon de las muestras se

encontraron entre las diluciones 12, 114, 1116 y 1:32 con un 80,27 %,



Pe los 152 casos, 7 no presentaron titule alguno (4.60 %}, sin
embargo, solo 3 de estos animales no mostraban abultamlentos (cases No.
48, 144 y 152). Lo anterior sugiere que la PIH detecta anticuerpos aln
en an{males clinicamente sanos.

Por otro lade, se encontrd dque el 95,40 7% de los animales (145 de
152 caprinos) dieron resultados positivos a la  prueba. Esta
seropositividad estd muy por encima de lo que algunos investigadores
reportan utitizando la misma prueba, por ejempio, Brown y col. {1989)
y¥. Langenegger y col. {1991). Esta diferencia pucde deberse a la alla
incidencia de 1o enfermedad en los rebafios estudlados en el presente
trabajo, asf{ como a la diferencia en ¢l tamafio de ia muestra.

Sin embargo, la seropositividad obtenida en el prescnte estudio,
coincide con lo que otros investigadores reportan haciendo uso de la
misma prueba seroldgica. for ejemplo, Halstad (1986} encuentra una
seropositividad del 98 7 en cabras mayores de 7 afios, Brown y col.
{1986} también la encuentran del 98 % en cabras y, Kurila y Holstad

{1989) hasta del 85 %, en la misma esprcie,

Andlisis estadistico de las variatles:

DESVIACION
VAR TABLE METIIA ESTANDAR ~ MINIMA MAXIMA
1. Sexo 1. B4yl 0.3595 1 2
ti. Edad 24,421} 15.4601 4 &0
111, Peso J2.1513 10.70623 10 T0
IV. Edo. Nutric. 3.4376 0.7856 i S5
V. No. de Nodulos t.796) 1.71879 Q 8
Vi, T(tulo de Ac, 1.8834 1.1489 [} 4.852

10



Como puede verse, la edad oscilé entre 4 y 60 meses, el peso entre
10 y 70 kg ¥y el promedio del estado nutricional fué de 3.4276 (entre
regular y bueno}l. Cabe mencionar que las 100 primeras muestras fugron
tomadas el dfa 24 de junlo de 1992, y las 52 restantes el dfa 4 de
agosto del mismo afo. Lo anterior Indica que el muestreo fué realizado
en la época de escasez de pasturas, razén por la que no se podria

esperar un buen peso y estado nutricional en los anhnales.

De todos los animales, 41 de elles (25697 7} no mostraban
abultamlento superficial alguno, sin embargoe, solo 3 no presentaron
titulo de anticuerpos, y el resto presenté t{tulos varlables En

el sigulente cuadro se agrupan los anlmales que no mostraban

abultamlentos:
Cuadro No. 7: Resultados serolégicos y edades de los
animales sin abultamientos superficiales.
TITULO DE CANTIDAD RANGO DE
ANTICUFRPOS DE CASOS _EDADES PORCENTAJE
0 3 9 a 24 meses 1.97 2
1: 2 22 9 a 48 meses 14.47 %
1: 4 12 9 a 36 meses 7.89 7
1: 8 2 12 a 36 mceses 1.32 7
Lile 1 48 meses 0.66 7
1:32 s} L 0.00 7
1:64 ; 1 48 meses 0.66 7
Subtotal 41 26.97 %

For otro lado, les 111 animales restantes {73.03 %) que si

mostraban abultamientos  superficiales, &  agrupah como  slgue:

1



Cuadro No. 8: Resultados serolégicos y edades de los animales con

abultamijentos superficiales.

TITULO DE CANTIDAD RANGO
ANT ICUERPOS DE_ CASQOS DE EDADES PORCENTAJE
o 4 2 a 24 meses 2.63 %
1: 2 13 4 a 48 meses 8.55 %
1: 4 21 8 a 60 meses 13.82 7
1: 8 32 6 a 48 meses 21.05 %
1: 16 19 6 a 48 meses 12.50 %
1: 22 10 8 a 48 meses 6.58 %
1: 64 10 9 a 48 meses 6.58 %
1:128 2 B a 36 meses 1.32 '/.__
Subtotal 1 73.03 72

La mayor cantidad de los animales que no

dieron titulos més bajos (1:2 y 1:4). Por

presentaban abultamientos,

el contrario, los que sf

presentaban abultamientes, dieron titulos mas altos.

Matriz de correlacion:

EDAD PESO ESTADRO No. DE TITULOD
SEXQ (meses} (kg) NUTRIC. NODULOS (Ln)

SEXO 1.0

EDAD .28556(1.0

PESO . 0249;. 4 68072(1.0
EDO.NUTRIC.]-.09764] .01997 ~2C‘)491 1.0

No. NODULOS| .178232|-.07788]-.256571-.01293]1.0

TITULO (LN)| .06105]-,00437{~ 14242}~,05905| .36925 1.0

valor critico (1 cola)

05) = + 6 - 13397

valor critico (2 colas) .05) = +/- .15924

L2




Como puede apreciarse en la matriz de correlacién, se encontré una
correlacion positiva entre el titulo y el numero de nédulos, lo cual
indica que a medida quec aumente & disminuya el nimero de nodulos en los
animales, lo hari también el titulo de anticuerpes, lo cual coinclde

con lo que Brown y col. {1987) aflrman.

También se encontré una correlacldn positiva entre el peso y el
estado nutricional, entre la edad y e! peso, entre el sexo y la edad, y
entre el sexo y el niumero de nédulos. Estas dos uitimas correlaclones
significan que las hembras tlenen mayor edad y mayor ndmero de
nodulaciones, lo cual es explicable, dato que éstas, al tener que
gestar y amamantar, s¢ encuentran en un estado lnmunolégico Inferior
comparado con los machos, y las hembras son los animales de mayor vida
productiva. Aunque también hay que considerar que 23 machos entre 129

hembras no es muy representativo.

Se observo una correlacién negativa entre el pesa  y el ntmero de
nédulos, que indica que los animales con menor peso tenfan mayor nimero
de nodulaciones y viceversa. Esto colncide con lo gue muchos autores
afirman al mencionar que precisamente, uno de los principales signos de
1a enfermedad es 1a emaciacidén progresiva de los animales, asf como ¢l

aumento en el namero de las nodulaciones.
Se obtuvo también una correlacién negativa entre el peso y el
titulo de anticuerpos, que indica que los animales menos pesados

presentan un mayor titulo de anticuerpos, y viceversa.
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Grafica No, 1: REPORTE 1" LOS ABULTAMIENTOS EN LOS

- ) LINFONODULOS PALPABLES DE CABRAS DE LA
COSTA CHICA DE GUERRERO, SEGUN SUS
CARACTERISTICAS.
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MUESTRAS SEROLOGICAS DE CABRAS DE LA COSTA

3: REPORTE DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS EN LAS
CHICA DE GUERRERO.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenldos en el presente estudio, se

conciuye lo siguiente:

t.~ La prueba de inhibicién de la hemélisls es econdmica, practica y

capaz de detectar anticuerpos contra la  toxina de C.
pseudotuberculosts, ain en anlmales clfnicamente libres de

linfadenitis caseosa.

Utilizando esta prueba en un total de 152 muestras serologicas, el

95.40 % dieron resultados positivos.

El 80.27 % de las muestras estudiadas (122 de 152) presentd titulos

de 1:2, 1:4, 18 y 1:16, slendo ¢! mas frecuente el primero.

En los animales con signos clinicos de la enfermedad, el titulo de

anticuerpos aumenta significativamente.

Al analizar cstad{sticamente los resultados, se encontré que al
menos en los animales muestreados, exlste una correlaclén positiva
entre el numera de nodulaciones y el t{tulo de anticuerpos, asi
cotho también una correlacion negativa entre el peso de los animales

y ¢! nimero de nodulaciones.

A fin de determinar el grado de confiabilidad de la prucba en
cuestlén, en  estudios  posteriores, se  recomienda reallzarla en
lotes de animales sanos, vacunadus y clinicamente enfermos, 6 bien,

comparar los resultados con los de un laboratorio de referencia.
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