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RESUMEN

La Linfadenitis Caseosa es una enfermedad caracterizada por la formacién de lesiones caseosas y puruientas
principalmente en linfonodes y ocasionalmente en drganos internas, es responsable de importantes pérdidas
econdmicas en la industria ovina y caprina y su diagndstico generalmente se basa en la exploracién vy
palpacion minuciosa de los linfonodos superficiales, esto puede tener poco en la deteccién de lesiones
tempranas y en kos casos en los que se presenten lesiones viscerales sin antecedentes clinicos de infeccitn
periférica, detectaindose casi siempre |2 enfermedad 2 nivel de rastro con la presencia de linfonodos
voluminosos con exudado purulento y caseoso.

Este trabajo se realizd con el objetivo de emplear la prucba de ELISA Indirecta, que utiliza un anti-IgG de
rumiante marcado con una enzima para detectar anticuerpos contra la fosfolipasa D de Corynebacterium
pseudotuberculosis.

En éste estudio serokdgico, se emplearon 57 muestras de caprinos procedentes de Celaya, Guanajuato y 33 del
Municipio de Cortazar, Guanajualo. La cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis se aislé de muestras de
biopsias de los linfonodos afeclados o a partir de abscesos. La exotoxina se obtuvo a partir del cultivo de la
bacteria en medic liquido de PPLO, éste cultivo fue sometido a centrifugacion a2 5000 rpm durante 15
minutes, separando el paguete celular y el liquido sobremadante. Este ultimo se sometid a un proceso de
concentracién, empleandose un sistema de ultrafittracion, utilizando membranas de exclusion de 10p. A éste
concentrado se le determind la cantidad de proteina por medio de |2 prucba de Bradford encontrindose 38
microgramos por mililitro. Asi mismo fue evaluado por electroforesis para determinar su pesoc molecular,
encontrando diferentes bandas: p29, p31.5, p335, p45, p60 ¥ pl 90 kD.

Para evaluar e} efecto de la exotoxina se realizé la pruebe bicksgica de dermonecrosis en cuyes, inoculando
0.3 ml del concentrado intradérmicamente, dindose la prucha por positiva cuando se presentd necrosis en el
sitio de inoculacion.

En el estudio serolégico el criterio de validacion de resultados, se basd en el nimero de actividad de
anticuerpos sugerido por el Instituto Pourquier, Francia (Kit de diagnéstico para MAEDI-VISNA) el cual nos
dice que el suero menor o igual a 11034 se considera negativo, entre 110 y 120% sospechoso y el que sea
mayor o igual a 120% serd tomado como positivo; de los caprinos de Celaya 6 animales (1.05%) dieron
positivo a ELISA Indirecta, 2 (3.5%) resultaron sospechosos y 49 animales (85.96%) dieron negativo;
mientras que en los procedentes de Cortazar y El Jaral se encontrd que | animal {3.22%) resulté positivo, el
niimere de animales sospechoso resulté en 1 (3.22%) mientras que 29 animales (93.54%) dieron negativoa la
prueba.



I. INTRODUCCION

1) LINFADENITIS CASEOSA.

La Linfadenitis Caseosa es un padecimiento cronico de cabras y ovejas que se caracleriza por provocar
lesiones purulentas y caseosas, principalmente en linfonodos y ocasicnaimente en érganos internos como
pulmén, higado, bazo, rifion y corazdn; sindrome de debilidad y emaciacion progresiva (Pijoan y Térlora,
1983).

Es una enfermedad que a través del tiempo a recibido nombres como “Pseudotuberculosis”, “Chessy
Glands” o “Enfermedad de Preisz-Nocard”, es considerada una infeccién de alta prevalencia en los rebaiios,
pero carente de investigaciones que contribuyan al conocimiento de la enfermedad en nuestro pais, aunque a
nivel mundial se a investigado desde tiempo atras (Ramirez ef af, 1992).

2) AGENTE ETIOLOGICO.

El género Corynebacterium estd constituido por células pleomdrficas, de forma individual o con tendencia a
agruparse a manera de empalizadas o “letras chinas™, Gram-positivas, inmoviles, aerobias facullalivas y no
esporuladas. Algunas especies poseen grinulos metacromdticos que son reservas de fosfatos de elevada
energia. Crecen en medios de cultivo enriquecidos con suero o sangre. En medios simples, las colonias se
presentan opacas, blancas o cenizas, en cuanto a los medios ricos éstas se muestran convexas con una
superficie semiopaca. (Cowan y Steel, 1974).

Corynebacterium pseudotuberculosis (artes Corynebacterium ovis) agente etiologico de Linfadenitis
Caseosa (L.C) en cabras y ovejas, s un parasito intracelular facultativo de macrbiagos, el cual se ve implicado
en enfermedades como linfangitis ukcerativa en caballos y formacion de abscesos en muchas ofras especies
animales (Miers ¥ Ley, 1980).

Corynebacterium pseudomberculosis (C. psendotuberculosis) es un microorganismo muy resistente en el
medio externo, aunque sensible a 1a luz solar directa y al calor, puede permanecer viable durante meses en ia
oscuridad y sobrevivir hasta temperaturas de 60* C bajo cero. La bacteria se muestra muy sensible a la
desecacién, ya sea esta ambiental o especifica de las excreciones que lo vehiculan (Benham et af, 1962),
puede permanecer viable en el suelo y en el material vegetal acumulado durante los meses en que la humedad
sea favorable (Benham et af, 1962; Schreuder ef a/, 1586).



b) ESPECIES AFECTADAS,

El ganado caprino es una especie allamente sensible a la accidn patogena de C. pseudotubercuilosis y en la
que la LC se presenta con mdxima prevalencia (Richard ef af, 1579). El ovino es otra especie muy sensible
(Benham et ¢f, 1962; Schummer ef af, 1981). Entre ambas surgen diferencias patogénicas y epidemiologicas
que pueden definirse en:

Cuadro 1. DIFERENCIAS PATOGENICAS ENTRE CAPRINOS Y OVINOS.

CAPRINOS GVINOS
Principales ganglios | - Mandibulares - Inguinal superficial
linfaticos afectados |- Parotideos - Popliteo

- Retrofaringeos - Mediastinicos

- Cervical superficial - Bronquiales
Caracteristicas del |- Pastoso, dentro de una|-Material purolento granuboso
exudado cdpsula fibrosa rodeado  de capas  Bbrosas

concéntricas (lesion en cebolla)

Cuadro - Linfadenilis caseosa - Pseudotuberculosis

anatomoclinico

Modificado de Cubero ef af, 2002.

Sin embargo estas diferencias pueden varar dependiendo del lugar por donde penetre el agente, el tipo de
explotacidn y la forma de cria.

C. pseudotuberculosis es muy poco patdgeno para la especie humana, aunque se ha comprobado que es
capaz de causar linfadenitis en el hombre, principalmente en aquellos que tienen contacto directo con
animales afectados. La enfermedad es considerada una zoonosis de baja prevalencia (Henderson, 1979; Lépez
et al 1966}

El mayor efecto de 1a enfermedad radica en las pérdidas econdmicas que son provocadas por uma pobre
produccion de lana, baja de peso corporal y disminucion de la eficiencia reproductiva (Ellis f o/, 1991). La
LC es una infeccidn endémica econdmicamente importante de los caprinocultores en México y otros paises
{Espincza y Tortora, 1992).



¢} DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

C. pseudotuberculosis es un microorganismo cosmopolita, ¥ la pseudotuberculosis es una enfermedad con
un fuerte significado a nivel mundial (Benham ef af, 1962; Richard et af, 1979), a causa de su elevada
prevalencia y por originar importantes pérdidas econdmices en la industria caprina ¥ ovina (Skalka ef al,
1998). Su presentacion se asocia con las dreas geogrificas de alta produccién (Richard et af, 1979; Brown y
Olander, 1987). Desde Australia (Paton ef af, 1994) a Sudifrica (Naim ef af, 1977), Estados Unidos de
Norleamérica (Ashfag y Campbell, 1980} y Brasil (Kuriza ef af, 2001; Unanian et af, 1985}, ademds de Europa;
perc también en otros como Japon (Nakamura ef af, 1981) o Canadi (Stanford ef af, 1998) donde la
explotacién de los pequefios rumiantes carece de importancia. Se acepta que la sela existencia de poblaciones
caprinas y ovinas conlleva a la comparecencia de esta enfermedad; y que solo la falta de estudios pertinentes
explica que en muchos paises no haya sido comunicada (Brown y Olander, 1987; Couterau y Laval, 1974).

La frecuencia de presentacion en cada regién o pais depende principalmente de la densidad anima! y del
sisterna de explotacién. Es una enfermedad muy exlendida pero escasamente notificada. El ganadero no
informa al veterinario sobre l2 presencia de abscesos externos en su ganaderia y los velerinarios po resefian
los decomisos parciales, sino que solo notifican la enfermedad cuando practican el decomiso total de la canal
por la existencia de abscesos internos muy extendidos (Rizvi et af, 1997).

El agente responsable de 1a enfermedad esté muy diseminado por todo el ambiente que rodea directamente
al ganado, persisle durante varias semanas sobre el suelo, en 2 cama del establo, muros y en el material de la
explotacién ganadera: bebederos, pesebres, collares de sujecion al comedero, puertas de pasillos (Richard ef
af, 197%; Nakamura et af, 1981). En general, la capacidad de supervivencia en el medio ambiente es suliciente
para asegurar su persisiencia (Miers v Ley, 1980; Smith ef af, 1997; Winter, 1997).

d) PREDISPOSICION RACIAL.

No existe raza alguna de cabras o de ovejas que se muestre refractaria al padecimiento de 2
pseudotuberculosis en cualquiera de sus formas clinicas. Pero si resulta evidente que algunas razas parecen
mis susceptibles a sufrirla. En parte, existe un factor constitucional de base genética ligado a la raza; la
reduccion del grosor de la piel, que se acompafia de una particular calidad del tejido conjuntivo y finura de la
dermis (Richard ef af, 1979).

Otros faclores de aparente predisposicion étnica son causalmente confusos; ya que su intervencion
predisponente estriba en la utilizacién zootécnica que de la raza en cuestion sc hace. Tal es el caso de Ia
predisposicion de las razas lecheras a padecer con mayor prevakencia mastitis pseudotuberculosa que las razas
de aptitud camica. Mientras que la linfadenitis caseosa resulta esperadica en el ganado cabrio extensivo en ias



explotaciones intensivas la prevalencia es elevada. Se atribuye esta predisposicién a la supervivencia de C.
pseudotuberculosis en los locales, suelos, pasillos y utensilios (Schreuder ef af, 1986). El manejo intensivo
usado en bos animales lecheros dio origen a que la transmision de las bacterias fuera mas ficil entre las cabras
confinadas ya que éste sislema es propicio para la presencia de miltiples heridas que sirvan de enirada 2 la
infeccién, y también porque el ordefio representa en si mismo un modo facil de transmisién. Debido 2 la
popularidad creciente en la produccién de cabras para leche y de su transporte desde un drea a otra se ha
abierto un terreno viable para la transmision de esta enfermedad a todas las razas de cabras. Los cruces de
razas lecheras con razas de came han facilitado ain mds la probabilidad de los contagios y la diseminacién de
la linfadenitis casensa. No ligado a la raza, pero si a lineas genéticas, se encuentran ciertos determinantes de
predisposicién (Millot, 1989).

e) INFLUENCIA DE LA EDAD.

No hay un limite etario en la receptividad a la infeccion por C. psewdotuberculosis, pues en condiciones de
alta contaminacién o si maman de una hembra con mastitis pseudotuberculosza los animales se infectan desde
muy jévenes. Pero, si bien es cierto que, debido al prolongado periedo de incubacion y al inicio de la
enfermedad, los tipicos abscesos de la linfadenitis ¥ la pseudotuberculosis respiratoria suelen manilestarse
pasados varios meses después del contagio (Ledn, 1985). Las cabras y corderos se muestran sensibles a las
formas agudas de pseudotuberculosis, en especial a la anemia hemolitica exotéxica. Pero en la prictica resulta
poco frecuente que ocurra este padecimiento en animales menores de tres meses (Hsu ef af, 1985; Winter,
1997), y muy raro en los laciantes. Esto se debe a que los anticuerpos calostrales anti-C. pseudotuberculosis,
que son activamente antihemoliticos, persisten en el plasma hemolinfitice al menos 12 dias {2 condicion de
que la madre haya desarrollado inmunidad frente a las corinebacterias). De hecho no se detectan diferencias
significativas entre los titulos de antitoxina en los sueros de cabritos y en el calostro de sus madres (Nakamura
ef al, 1981). Aunque se han apreciado lesiones en animales de cuatro meses de edad la pseudotuberculosis es
propia de animales adultos (Addo y Dennis, 1977; Brown y Olander, 1987). Con el transcurso del tiempo se
van acumulando en los individuos las oportunidades de infectarse. Esta razon justifica que conforme aumenta
la edad se asista a un incremento, con matices, en la frecuencia tante de la infeccidn como de la enfermedad
{Brodgen ef af, 1985; Daines y Austin, 1932; Richard ef af, 1979).

f) OTRAS DETERMINANTES.

En general, el comportamiento y los hdbitos de cada especie hospedadora influyen, a veces de mancra
delermimante, en la susceptibilidad y en las manifestaciones de la enfermedad. Por ejemplo, una relevancia
especial encierran las pugnas corporales para establecer ¢l status de dominancia dentro del rebafio, ya que son
origen de heridas, sobre todo entre machos por estar dotados de cuernos. Las heridas significan vias de
entrada pera la infeccién (Benham ef &f, 1962; Knight, 1978).



La inmunodepresién representa un factor predisponente para la difusién orginica de las corinebacterias a
partir de la via de entrada. El estrés es capaz de iniciar las manifestaciones clinicas de la enfermedad en un
animal con infeccién latente. La mala alimentacion, las parasitosis y otras enfermedades concomitantes
producen situaciones inmunodepresivas en el individuo que facilitan la diseminacién del germen por el
organismo (Smith ef af, 1997).

Los factores ambientales juegan un importante papel en la epidemiclogia de la enfermedad (Miers v Ley,
1980). El hibitat en que se desenvuelven las especies receplivas es determinanle para que se produzca la
infeccion. La infeccion por C. pseudotuberculosis en |2 poblacién estd relacionada con el hacinamienio, lanto
en la cabra, la oveja (Schreuder ef af, 1986), o en el cabailo (Knigth, 1978; Smith, 1966) come en cualguier
otra especie. En este senlido, €] modelo de explotacidn intensiva basado en una alta densidad animal (Richard
et af, 1979; Schreuder et al, 1986) eleva la frecuencia de la enfermedad, por que se producen con facilidad
luchas por la dominancia entre {os animales (Smith, 1966).

La explolacién exlensiva arrastra faclores de riesgo especifico pero de inferior trascendencia a los inherentes
de las ganaderias inlensivas. Son los araflazos y otras lesiones menores de la piel adquiridas en el pastoreo en
zonas con arbustos espinosos las que determinan la infeccion (Smith et af, 1997 y Willians, 1981).

Por (iltime, las practicas de concurrencia entre rebados y entre individuos de procedencias varias, en pastos,
ferias de ganado, mercados, etc., posibilitan la difusién geogréfica de la infeccion {(Benham et af, 1962).

Entre los factores de riesgo que favorecen la infeccién se incluyen todas las intervenciones en masa sobre
los animakes, tales como las operaciones quirirgicas (cansdotomia de los corderos, castracidn), las
intervenciones sanitarias (inyecciones parenlerales, bafos antiparasitarios), las practicas zootécmicas
traumatizantes directamente (esquileo, marcado} o como consecuencia indirecla (concentracion de gran
niimero de animales en locales poco higiénicos, amarre diario para el ordefio) y, por Ghtimo, los propics
medios de producci6n, tanto aparejos (collares) y equipos (comederos, bebederos, separadores, elc.) como las
instalaciones (paredes con superficies hirienles, puertas con bordes metalicos punzantes o afitados u oxidados,
ete.) (Benham ef al, 1962; Brown y Olander, 1987; Burrel, 1981; Richard et af, 1979).

La enfermedad puede aparecer indistintzmenle en animales bien nutridos que en animales con alimentacidn
deficiente. Sin embargo, la administracion de complemenios minerales y vilaminicos modifican
profundamente la frecuencia de abscesos en el curso de semanas y aflos {Richard e af, 1979). La mejora de
las condiciones higiénicas en una explotacién parece no disminuir la incidencia de la enfermedad de forma
notable (Burrel, [981).



g) PATOGENIA

La infeccién por C. pseudotuberculosis ocurre normalmente a través de la piel {Naim y Robertson, [974).
Es evidenle que cualquier tipo de lesién cutinea facilita la entrada de las corinebacierias (Benham ef af, 1962;
Burrell, 1981; Holstar, 1986; Ledn, 1985; Richard et af, 1979; Smith, 1966) .Cualquier herida de las muiltiples
que accidentalmente se producen en el ganado junto a las derivadas de las préclicas zootécnicas (esquileo,
marcado de animales, corte de rabo, castracion), inyecciones (tratamientos y vacunaciones rulinarias)
realizadas sin la debida asepsia enire cada animai (Naim y Robertson, 1974), constituyen una via de enirada
habitual. En la ejecucidn del esquileo resulta inevilable que al animal se le produzcan infinidad de pequedias
heridas, muchas submacroscépicas, que son suficierdes para que por ellas penetren las corinebacterias
{Ashfaq y Campbell, 1980; Brown y Olander, 1987; Burrell, 1981; Richard et ai, 1979).

La entrada por via umbilical es posible por contacto en el momento del nacimiento con camas contaminadas
pot C. pseudotuberculosis o, en el momento del parto, con secreciones infectadas en el canal vaginal {Bair,
1997; Couterau y Laval, 1974; Richard ef al, 1979).

Diversas mucosas actian como via de entrada liegendo a linfonodos regionales (Welsh, 1990). De manera
habitual se preduce la penetracion de C. pseudofuberculosis a través de heridas en la mucosa bucal, como las
producidas por gramineas punzantes y otros alimentos groseros (Ashfag y Campbell, 1580; Burell, 1981;
Richard ef af, 1979). Las amigdalas perifaringeas caplan también las bacterias. La mucosa gastroemtérica es
invadida por las corinebacterias casi exclusivamente en los lactantes. Otra via de penetracién muy importante
es el arbol respiratorio (Brown y Olander, 1987) en todos sus tramos. La via cisternal galactofora posibilita la
penetracion mediante el ordefio (Smith ef af, 1997).

La forma de conlaminacion del animal hacia el exterior radica, sobre todo, en los abscesos superficiales,
pero también, cuando el enfermo padece lesiones respiratorias o mamarias en el exudado bronconeumonico y
en la secrecién lictea. Otras foentes orgénicas de C. pseudotuberculosis, como el flujo genital, el semen, la
placenta y los fetos apenas si contribuyen a Ja contaminacién ambiental especifica (Brown y Olander, 1987;
Couterau y Laval, 1974; Miers y Ley, 1980; Richard et &/, 1979).

El material purulento eiiminado a partir de bos abscesos es la sustancia orginica mds contaminante {Brown y
Olander, 1987, Richard ef &/, 1979) y, por ende, de mayor relevancia en la difusion de l1a linfadenitis caseosa.
Por una parle, contiene concentraciones muy elevadas de C. pseudotuberculosis (12 x 10°a 5.2 x 10° UFC
por gramo); ¥ por otra, el hecho de que las corinebacterias presentes en ¢l exudado se organizan formando
agregados (grumos) bacterianos, que resultan especialmente idéneos tanto para su persistencia ambiental
como para lograr con éxito la infeccién (Ashfaq y Campbell, 1980; Brown y Glander, 1987; Ellis et af, 1987;
Knight, 1978; Richard ef af, 1979 ; Schreuder ef af, 1986).



Los animales con la mfeccion localizada en aparate respiratorio (pulmones, bronquios, traquea, epiglolis), ¥
carenles de abscesos superficiales, suponen también una imporiante fuente de infeccidn. Las corinebacterias
son excreladas por medio de las secreciones mucopurulentas broocopulmonares, bien eliminadas al toser
{nodulos goticulares de Welch), o bier, en el flujo natural de la muocosidad al exterior por los ollares. (Welsh,
1990)

La particular frecuencia de los distintos modos y diversos sitios de 1a invasién explica por qué los abscesos
tienden a presentarse con mis asiduidad sobre determinadas regiones corporales. Ademis, la existencia de
focos pseudotuberculosos en determinados 6rganos, visceras y nddulos linfiticos sugiere (Schummer ef ai,
1981} 1z via de penetracion utilizada por el microorganismo (Burrell, 1978; Stoops et a/, 1984); por ejermplo:
la cabeza ¥ el cuello cuando la penetracién ocurre a través de piel de la cabeza y cara; higado y oddulos
linfélicos (n.l.} hepaticos si la infeccidn es umbilical; pulmdn y los linfocentros (lc.) bronquial ¥ mediastinico
en caso de conlagio aerdgeno; aunque la localizacion respiratoria poede también teper su origen en la
diseminacion hemolinfitica. Una vez que la bacteria ha pepetrado, se mulliplica en el tejido subyacente
{Ashfaq y Campbell, 1980; Brown et af, 1985; Naim y Robertson, 1974).

Las corinebacterias deglutidas son destruidas con facilidad por los acidos ¥ las enzimas digestivas, motivo
por el que no suelen eliminarse con las heces. Tampoco sucken estar presenles en el exodado nasal (Ashfag y
Campbell, 1980).

La infeccidn primaria, en circunstancias favorables, cuando se hace con bajas dosis de bacterias o si la cepa
no dispone de una amplia capa lipidica externa, y si tiene lugar en ternitorios [icilmente accesibles para los
macrofagos (amigdalas, mucosa respiratoria) en hospedadores inmunocompetenies, adopta un curso regresive
hacia la resolucién en dos a tres semanas (Hard, 1972). En circunstancias opuestas se instaura la infeccion
cronica (Radostits ef af, 2001).

La difusién secundaria es favorecida por situaciones inmunodepresivas (mala alimentacidn, parasitosis y
otras enfermedades), tras la infeccién primaria linfonodular sigue una difusién secundaria por vias hemitica y
linfitica {Brogden et af, 1985, Nakamura et af, 1981), que origina metastasis en visceras diversas (pulmones
sobre todo, higado, rfiones ¥ bazo) (Radostits ef af, 2001; Hard, 196%; Hard, 1972; Jolly, 1965a; Nakamura,
ef al, 1981). Los microorganismos tienen que superar varios “filtros” linfonodulares antes de localizarse en
visceras (Burrell, 1978). Se sugieren diferencias patogénicas entre la oveja v la cabra con relacion tanto z la
difusién hemolinfatica como al embolistno pulmonar de corinebacterias. En este sentido, respectivamente, las
kesiones esplénicas son mds comunes en las cabras y las lesiones pulmonares son meis frecuentes en las ovejas

{Batey, 1986).



Mientras permanecen en ¢l medio extracelular las cepas virulentas, “de campo”, de C. pseudotuberculosis
resisien la accion inespecifica primero (complemento), y luego, en etapas patogénicas posteriores, especifica
(inmunoglobulinas) de las sustancias humorales antibacterianas. Perc este microorganismo se comporta
esencialmente como una bacteria facubltativamente intracelular, caraclerizada para la persistencia en el interior
del fagocito (Cameron y Flus, 1973; Jolly, 1966), sobre todo en los macrdfagoes ain no activados por la
inmunidad (Hard, 1972). En todo ello inlerviene la densa capa del lpido externc (similar al cord factor o
factor de agregacion de las micobacterias), que permite la formacion de agregados bacterianos en cuyo
interior C. pseudotuberculosis resiste a las enzimas lisosomales (Muckle, 1983; Jolly, 1966).

La diseminacitn de C. pseudotubercifosis liene lugar de manera casi inmediata a la infeccién primaria; y en
conjunto, €l tejido de la via de entrada (infeccién primaria), el nddulo linfitico regional (difusién local) ¥
nédulos linfticos distantes y visceras (difusion general), intervienen en la resolucion de la infeccion o en el
inicio de la fase cronica (Pépin ef af, 1991).

La exotoxina de C. psewdotuberculosis se comporla como un factor de difusién (Pépin ef af, 1991}, que
facilita e] transporte y la diseminacién del microorganismo por via linfitica hasta el estrato linfitico inmediato
{nédulo linfitico regional) (Radostits ef af, 2001}, v propicia el asentamiento de la bacteria en lugares
distantes (Brown et af, 1986).

El efeclo a favor de la difusion bacteriana inducido por la exoloxina se concreta en un incremento de la
permeabilidad vascular en el entorno del punto de infeccin (y de igual manera en otros sitios orginicos en la
posterior fase patogeénica de difusidn general o visceral) (Came y Oron, 1978).

h} RESPUESTA INMUNITARIA.

C. psevdotuberculosis es un parédsito intracelular facuhtativo (Jolly, 1965a; Jolly, 1965b; Jolly, 1965c; Joily,
1966) frente al que se desarrolla una respuesta mmunitaria muy compleja de cardcter humoral y celular que no
recae sobre un 1inico antigeno sino que es producto de la compleja configuracidn de la pared bacteriana
(Radostits ef af, 2001; Hard, 1569).

La proteccién contra bacterias intracelulares estd mediada por células. Aunque los macréfagos de animales
0o inmunizados por lo general po son capaces de destruir eslas bacterias, ésta capacidad ka adquieren cerca de
10 dias después del surgimienlo de la infeccidn, cuando los macrdfagos se activan. Esta activacion estd
mediada por el interferén gamma (IFN-y) e imerleucina 2 (IL-2) liberadas de células Th | sensibilizadas. La
respuesta de estos macrofagos tiende a ser inespecifica, de modo que una vez activados los macréfagos son
capaces de destruir una amplia variedad de baclerias normalmente resistentes. El desarrollo de estos
macrafagos activados coincide 2 menudo con la apericién de hipersensibilidad retardada (tipo 1V} conira el
antigeno administrado pof via intradérmica (Tizzard, 1995).



La inmunidad para Coryrebacterium pseudotuberculosis es compleja e involucra tante respuesta inmune
humoral como celular; sin embargo, se han realizado varios estudios para una respuesta celular,
principalmente tipo Th 1, mds que para una respuesta humora! proteclora en cabras y borregos (Lan et ai,
1998, Pepin et af, 1997; Alves y Olander, 1999; Simmons et af, 1998, Eggleton ef af, 1991).

Paule ef af, 2003 realizéd un estudic para analizar aspectos de respuesta inmume humoral y celular después de
una infeccién experimental en cabras. Este se llevd a cabo durante 20 semanas encontrando que la respuesta
inmune humora! especifica contra antigenos de Cornvwebacterium pseudotwberculosis muestra patrones
similares en la produccion de [gG, los titulos maximos encontrados se dieron entre los dias 11 y 21 pi {(post
infeccién) y disminuyendo de forma regular hasta el fin del experimemnio comsiderdndose serolégicamente
positivos de los dias 6 af 11 pi. Sin embargo las pruebas de deteccion de anticuerpos pueden fallar en
distinguir animales verdaderamente infectados o curados o detectar animales con pequefias lesiones y bajos
titulos de anlicuwerpos ¢ intensidad de infeccion (Ellis ef af, 19%0).

Recienlemente €l uso de una respuesta a IFN-y para la deteccion de inmunidad por infeccion de Corymebacterium
pseudotuberculosis parece ser una promeledora herramienta diagnostica. La produccién de IFN-y presentd una
respuesta primaria de corla duracikin en el dia 5 pi lo cual refleja una respuesta innmata para [FN-y involucrando
principalmente células NK (natural killer) y una respuesta secundaria fuerte y duradera comenzando en el dia 16 y
disminuyendo en los dias 42 al 56 pi ko cual corresponde a uma respuesla inmune adquirida mediada por células T.
Una explicacion de La aparente relacion entre los bajos niveles detectables de 1FN-y y la proteccion ( oo presencia
de abscesos) puede ser el resuhado det secoestro de [a mayoria de las células T sensibilizadas por Corynebacterium
psewdomberculosis dentro de bos organos linfoides secundarios o en los sitios de agresiin (Buddle f af, 1595).

i) ACCION PATOGENA DE LA EXOTOXINA.

i1. Vasculopatia exotdxica.

La actividad de la exotoxina, fosfolipasa D, sobse los endotelios conduce a um aumento de B permeabilidad
vascular que tiene vanias consecuencias palopénicas segin el logar y ¢l momento pzatocrénico (Came y Onon,
1978}

i.1. a. Lesién en el sitio de entrada - Iniciaimente la infeccién en la via de entrada conduce a un foco inflamatorio
agudo a cuya formacién contribuye la exotoxina. La capa cérea superficial de las corincbacterias aynda a que se
formen grandes agregados de células bacterianas las cuales inundan de exotoxina la zoma (Muckle, 1983).
Consecuencia de ello, es la formacion de edemas y hemorragias. Este efecto tdxico es transitorio, de intensidad
moderada {Ashfag y Campbell, 1980), y mas notable en la oveja que en la cabra. También, por efecto de la toxemia
instaurada desde el lugar de entrada ocurre un breve periodo febril (Brown ef af, 1985).



i.l. b. Lesiones viscerales.- El asentamiento de las corinebacterias en el parénquima pulmonar o en los
rifones, aparte de inducir la formacion de focos pecriticos causa reacciones edematosas, sobre todo edema de
pulmdn, ¥ necrosis de los tibulos contorneados proximales de origen toxico. Estas alteraciones son mis

intensas en las formas agudas de los animales jovenes (Schummer, ef af, 1981).

i.1. c. Colapso circulatorio.- En los casos de intoxicacion aguda de cabras y corderos neonatos ocurre la
muerte a causa de un colapso circulatoric, debido a una ripida y generalizada alteracion de la permeabilidad
vascular (Soucek ef al, 1967).

La expilicacion patogénica de la anemia y la caquexia en los casos avanzados de psewdotuberculosis se debe
a que el FNT (Factor de Necrosis Tumoral) inhibe la sintesis de enzimas necesarias para la captacion de
lipidos en los preadipocitos ocasionando que los adipocitos madures pierdan los lipidos almacenados.
También estimula el catabolismo de las células musculares y hepatocitos (Tizzard, 1995).

j) ACCION HEMOLITICA.

La produccién de una potente exotoxina diferencia a C. pseudotuberculvsis del resto de las bacterias
intracelulares facultativas (Jolly, 1965a). La exotoxina, que tan importante pape! desarrolla en la fase inicial
aguda (Jolly, 1965¢), no parece que intervenga de manera decisiva en la fase cronica de la enfermedad (Pépin
et af, 1951). Ademis de cortribuir a la instauracion y difusién de la infeccién mediante la alteracion de los
endotelios vasculares, la excloxina representa la causa especifica de un cuadro agudo de intoxicacion
{Benham ef af, 1962) caracterizado por una anemia hemolitica. La esfingomielina, constituyente de la pared
celular de los eritrocitos, es hidrolizada por accion de l2 exoloxima Fosfolipasa D liberada por C.
preudotuberculosis y se transforma mayoritariamenlte en fosfato de ceramida. Esto conduce a la alieracidén
morfol6gica y a un estado de fragilidad de estas céhulas, por o que finalmente se produce |2 eritrolisis. No
obstante, esta circunstancial intoxicacién sistémica represcnta un proceso patogénico de muy limitada
trascendencia en la patogenia de la reaccién caseosa (Came y Onorn, 1978).

k) ACCION METABOLICA A NIVEL PLASMATICO.

En la fase de inflamacion aguda de la enfermedad, mientras las corinebacterias se estin multiplicando en el
lugar de entrada y en el nddulo linfatico que la drena, la exotoxina puede ser responsable de alleraciones
(Hellmann et af, 1995), del metabolismo plasmiético: elevacion de la concentracion de heptaglobulina y de
cobre, disminucién de zinc, disminucion de los valores de hemoglobina y del hematocrito (Pépin ef af, 1991).



) ACCION NECROTICA.

El efecto necrotico caracleristico de la pseudotuberculosis s¢ produce mediante (a) la intervencion, directa
de C. pseudotuberculosis y por (b) acciones indirectas de naturaleza inmunopatolégica. Respecto 2 la accidn
patogénica directa de la bacteria, la exotoxina y el lipido externo de membrana actiian en combinacion (Blood
et af, 1979). Por un lado, la (a;) exotoxima produce necrosis histica por la alteracidn de las membranas
celulares y, sobre todo, de los endotelios. Y. por otro, el (ap) lipido externo ([actor pibgeno), que primero
desarrolla una intensa accion citotoxica general sobre las estructuras histologicas infectadas y leucotdxica
sobre macrofagos v ghobulos blancos, luego, s inductor de una reaccién de caseificacidn de la zona
necrosada. Estas acciones se ven complementadas por el efecto lesivo desarrollado sobre los (ejidos
infectados por los (b;) macréfagos y linfocitos T-citotdxicos, asi como por las {by) enzimas liticas lisosormales
liberadas tras la ruptura de la célula fagocitaria por causa directa del microorganismo (Walker ef al, 193)).

Reacciones de hipersensibilidad tardia conducen a la persistencia en equilibric de la infeccién. La reaccion
patogena caracleristica es el “nédulo pseudotuberculoso™. Su tamafio ¥ también su mimero son indicadores
de un estado de gemeralizacion asi como un reflejo de la reaccién protectora. En su inicio hay un foco
granulomatoso con acumule de neutrofilos sobre los macréfagos ¥ los linfocitos. La imagen definitiva del
nédulo la forman un centro de necrosis purulenta, formado por masas de macréfagos con un citoplasma
repleto de corinebacterias (Hard, 1975), rodeado de una delgada capa de linfocilos, células plasmaticas,
algunos macrofagos y neutréfilos, y todo envuelto por una red de fibroblastos. Resultan preponderanles los
linfocitos T-citoldxicos. El crecimiento concéntrico de la lesién, motivade por crisis inmunodepresivas,
provocadas por la infeccion, implica la necrosis caseosa de la capa celular precedente y la incorporacion de
otra nueva asi mismo envuella por otra cipsula fbroblistica. Resultado final es la imagen de “lesion en
cebolla™ (Walker et al, 1990).

m) DIAGNOSTICO.

Como en tamtas otras enfermedades infecciosas, €l diagndstico médico, epidemiologico y patolégico
proporcionan una concepeitn presunliva de la linfadenilis caseosa (pseudotuberculosis), pero no constituyen
por si mismas un método asertivo que permila ni establecer 12 causa especifica de esta enfermedad, ni que
logre diferenciarlz de otras que con ellz se confunden. Se hace preciso en todos los casos ¢l diagnéstico
especifico, microbioldgico e inmunolégico (Benham ef af, 1962; Brown y Olander, 1987; Muckle ef af, 1992;
Richard ez af, 1979; Smith ¥y Sherman, 1994, Yeruham et af, 1957).

Generalmente el diagnostico de LC se basa en los signos clinicos caracteristicos (presencia de una
consistente pero limilada inflamacién subcutinea en linfonodos). En un rebafio con historia de linfadenitis, los
hallazgos clinicos se pueden evidenciar con la asistencia del laboratoric (Smith y Sherman, 1994).



La lesién macroscopica representada por una laminacidn concénirica de la necrosis caseificante, o “lesion
de cebolla”, debe de considerarse altamente presuntiva de la infeccion por C. pseudotuberculosis. Pero el
anilisis morfopatoldgice estd sometido a ciertas limitaciones: (Benham ef e/, 1962)

Linfadenitis caseosa superficial:

e En primer lugar, y como es obvio, la apreciacion de las lesiones exige la realizacion de la necropsia, pero en la
mayoria de los casos, 1a enfermedad aparece tan focalizada en un nddubo y su evolucién se nuestra tan carente
de pravedad, que no justifica al velerinario clinico k2 eutanasia de un animal por el mero objetivo de la
consiatacion lesional.

¢ En segundo término, la evolucién de la reaccion necrdtica hacia la Auidificacién del exudado purulento
limita el periedo de tiempo durante el que es factible el hallazgo de la caseificacién laminar concéntrica.

s Y, por lltimo, en la cabra la reaccin caseosa aparece dominada por ¢l componente exodativo. La lesion se
asemeja mas a la provocada en las piobacilosis y estafilococia akjindose de la tipica necrosis caseosa “en
cebolla”.

Linfadenitis caseosa visceral:

e El hallazgo de lesiones lipicas de pseudotuberculosis asentadas en érganos internos (visceras, nodulos
linfaticos, musculatura ¥ otros) es causa, por un lado, de la necropsia de enfermos afectados o de 1a
inspeccion en el matadero de animales caquexicos.

= Pero, también, puede constituir un hallazgo, bien, de necropsia de animales examinados para el estudio de
procesas clinicos sin relacién con la linfadenitis caseosa, o bien, hallazge de matadero en animales

aparentemenie sanos.

e Uma kesion focal de necrosis caseosa con laminacion concénirica y encapsulamiento fibroso es tipica en las
infecciones por C. psendotuberculosis. Pero puede incurrir en confusion con 1a tuberculosis; de ahi que la
enfermedad también se denomine ‘“‘pseudotuberculosis” (falsa tuberculosis). Sin embargo ésto no
representa un problema diagnostico en lz palclogia ovina y caprina puesto que la presentacidn de ésta
enfermedad es mas que excepcionzl en ambas especies (Benham ef af, 1962).

En un rebafio donde existen animales con kesiones de linfadenitis purulenta no se presentan hechos
epidemiologicos que ayuden a diferenciar la linfadenitis caseosa causada por C. preudotuberculosis (CS) de
otras infecciones purulentas de los podulos linfiticos (linfadenitis por Arcenobacterium pyogenes (AP},
Stapkylococcus aureus (SA) u otras causas que no muestran un cardcter endémico an persistente como en el
caso de la linfadenitis caseosa (Muckle ef af, 1992).



PARAMETROS EPIZOOTICOS EN LA EVOLUCION TEMPORAL DE UN FOCO DE
LINFADENITIS CASEOSA: {www.[ortdodge.com)

incorporacion del agente al rebafio:

»  Adquisicién de animales

e Convivencia lemporal de reproductores o del rebafto con un colective infectado.

« Utilizacién de pastos y alojamienlos anteriormente ocupados por un colective infectado (hasta 4-6 meses).

Lapso desde la primoinfeccion hasia la aparicion de kos primeros casos:

Hasta 4-06 meses.

Periodo d¢ ingremento de la prevalencia puntual:
Durante un prolongado periodo, de tres a cinco afos, en el rebafio infectado se van acumulande en

incremento el nimerc de casos.

Periodo epizodico:
Permanece durante tiempo indefinido.

Brotes epidémicos:

Ocurren broles de linfadenitis después del esquileo, tras intervenciones quirirgicas colectivas (caudotomias,
casiraciones, eic.) o posterior a la incorporacién de nuevos animales. Otro detalle epidemiolégico que orienta,
aunque no concluye, la diferenciacion entre infecciones Linfadeniticas es la edad de los enfermos, LC suele
afectar a los adultos (Benham ef al, 1962; Leon, 1985, www.foridodge.com).

Como en cualquier otra enfermedad infecciosa el diagndstico especifico de la linfadenitis caseosa viene
definido por el aislamiento e identificacién de agente microbiano causal (Coryrebacterium
pseudotuberculosis), conviene enfatizar que se presentan al menos cuatro elementos de veniajz para
establecer el diagndstico definitivo de la enfermedad:(Smith y Sherman, 1994)

- Presencia constanie de linfadenitis superficiales en el rebaito.
- Lesiones obvias en lodas las formas clinicas (superficiales o internas).

- Abundancia de corinebacterias en el material patologico.

- Facilidad de aistamiento e identificacion. (Smith y Sherman, 1994).



En primer lugar, una ventaja innegable que ofrece la enfermedad causada por C. pseudomberculosis radica
en la facilidad de obtencién del material patoldgico idoneo para establecer el diagndstico directo, ya que la
forma clinica mds tipica y frecuente, la linfadenitis caseosa, siempre estd presenie en el rebafo y se
caracteriza por la formacién de notables focos reactivos en alguno de Jos nédulos linfaticos superficiales. De
esta lesion resutta muy fcil extraer material patolégico no cortaminado ain en condiciones de escasa asepsia
ambiental (Smith y Sherman, 1994).

En segundo lugar, cualquiera que sea la forma clinica bajo ia que se presente esta enfermedad (linfadenitis,
mastitis, artritis, focos pidgenos internos, pleurobronconeunonia, orquitis, etc.} las lesiones resultan muy
evidentes v por lo tanto indicadoras inequivocas del asentamienio del microorganisme. En opesicion no suele
aislarse C. pseudotuberculosis de 6rganos que no eslén alterados (Smith y Sherman, 1994; Yeruham et ai,
1997}

En los focos de reaccion patoldgica, generalmenle de naturaleza necrético-purulenta, siempre existe una
gran abundancia de corinebacterias, que ademas suelen hallarse sin mezcla de otras baclerias complicantes o
concurrentes, con la excepeidn de las neumonias abierlas y algunos casos de mastifis. Sin embargo, en
ocasiones, es posible que el agente causal esté practicamente ausente en las lesjones mis avanzadas (abscesos
mis grandes), cuando domina !a reaccién exudativa pibgena sobre las proliferativa celular, y
consecuentemente no se aisle con frecuencia C. pseudotuberculosis (Yeruham ef af, 1997}

Por Gltimo no se trala de un microorganismo que piantee especiakes dificultades técnicas para su desarrollo
en medios de cultivo. El examen bacterioscopico de una extensidn de pus ¢ de la impronta de una pieza
organica tefiidas por el método Gram permite observar abundantes cocobacilos muy delgados y cortos (0.5 2
1-3 pm) suchos y dispuestos en empalizada y en 4ngulo, con pleomorfismo hacia formas cocobacilares
{Yeruham ef af, 1997).

Como medio de aislamiento puede emplearse el agar-sangre, en el que C. pseudotuberculosis crece
formando cobonias diminutas (2mm de dismetro) rodeadas de un estrecho halo de hemélisis completa. Pero es
preferible emplear medios selectivos. Corynebacterium selective agar (Merck), Mueller telfurite agar {Difco)
y agar-chocolate4elurito son medios enriquecidos (5%) con suerc bovino o equino o sangre para agar
chocolate suplementados con telurito potasico (0.005 %) como inhibidor, en los que las colonias aparecen de
color negro. En caso de muestras contaminadas estd indicado el empleo de inhibidores mas potentes: colistina
(200 pg/ml} o fosfomicina (200 pg/ml}, dcido nalidixico (4 pg/ml} y micostating o anfotericina B (3 pg/ml}
{Yeruham et af, 1997).



El diagndstico de la infeccién por C. pseudotuberculosis queda establecido en forma definitiva cuando se
logra la demostracion del agente causal. La obtencién de material patoldgico para la realizacion
microbiologica del diagnéstico directo resulta factible en la mayorfa de los enfermo, pues en esta enfermedad
es habila Fdk#n es halitw] la o maddticos purulentos subcutineos (linfadenitis caseosa), y también tiene
lugar la afeccion de 6rganos externos o ficilmente accesibles desde el exterior (mastitis, aparato genital,
artritis). Pero en no pocos casos clinicos el diagndstico directo es inviable, salvo que procedamos a la
necropsia del animal, tal ocurre en la pseudotuberculbosis interna (forma respiratoria y caquexia). Y adn existe
otra situacién patogénica en la que resulta inviable el diagndstico microbiologice, los animales infectados
aparentemente sanos, sin lesiones externas, bien en periodo de incubacidn o portadores de lesiones internas.
All4 en donde el diagnastico directe muestra sus limitaciones cabe realizar un diagndstico indirecto, basado
en la constatacion de una respuesta inmunitaria especifica frente a antigenos especificos de C.
psewdotuberculosis (Smith y Sherman, 1994; Walker ef af, 1994, Yeruham ef af, 1997).

En estz bacteria se conjuga una doble circunstancia, por un lado, achia como pardsito mtracelular
facultativo, es decir, que liene capacidad de multiplicarse tanto dentro como fuera de l2 célula, a consecuencia
de lo cual adquiere nolable intensidad la respuesta inmunitaria tanto humoral come celular. Y por otro lado,
de liberar en canlidad y con precocidad una exotoxina activamsente inmundgena (Smith y Sherman, 1994;
Waller ef af, 1994, Yeruham ef af, 1997).

Una gama muy amplia de técnicas inmunitarias han sido aplicadas sobre todo a la deteccidn de anticuerpos
y algunas también a la respuesta de base celular frente a C. pseudotuberculosis (Temynck y Avrameas, 1989).

Shigidi, 1978 detectd anticuerpos contra la toxina de C. pseudotuberculosis en animales infeclados
naturalmente al efectuar una comparacion entre la prueba de hemoaglutinacion indirecta (IHA) y la prueba de
inhibicién de la antihemolisina (AHI) utilizando eritrocitos sensibilizades, encontrando que la IHA era més
sensiliva que la AH, indicando que ambas pruebas son adecuadas para investigaciones seroepidemiclégicas
de la LC, perc ninguna de las dos es 1({% confiable.

Fn otro estudic realizado por Shigidi, 1979 compar6 cinco prucbas seroldgicas en animales afectados
experimentalmente, al comparar el resullado de las cinco pruebas encontré un alto porcentaje de falsos
negatives, siendo la AHI la que mostré un nimero menor de falsos negativos que en las otras proebas. La
Fijacién de Complemento {CF) fue la primera prucba en detectar anticuerpos mds ripidamente (después de
una semana posinfeccion); la CF y la Aglutinacion en Tube (TA) presentan limitaciones para detectar la
infeccidn después de ocho y dieciocho semanas respectivamente. La Difusion en Gel (GD) presentd un alto
porcentaje de falsos positivos, mientras que la [HA resultd ser mas sensible a la deteccidén de la antitoxina.
Podemos observar que todas las pruebas son utiles para la deteccion de anticuerpos pero ninguna ofrece un
100% de confiabilidad en el diagnéstico de infecciones por C. pseudotuberculosis.



Prescott ef af, 2002 desarrollé una prueba para detectar una respuesta hacia interferén gamma (IFN-v) en
animales infectados experimentalmente con C. psendotuberculosis, utilizando sangre completa, usando una
prueba comercial de ELISA para IFN-y bovino, encontrando una confiabilidad del 95.7%, la cual parece ser
una prueba prometedora para el diagndstico de 1a LC. Aunque como cualquier otra prueba diversos faclores
pueden afectar su eflectividad.

Brown ef a/, 1986 utilizaron una prueba sinergistica de inhibicidn de la hemédlisis {(SHI) para animales con
infeccién activa. La SHI detectd un alto porcenlaje de animales subclinicos asi como de animales con lesiones

clinicamente reconocidos.

Burrel, 1981 wtilizé las técnicas de inhibicién de {2 hemdlisis e inmunodifusién doble para la deteccion de
antitoxina de €. pseudotuberculosis en dos rebafios de cabras, encontrando diferencias en el nimero de
animales positivos entre los dos rehafios para las dos pruebas. En un rebafio el simero de animales positivos
fue menor usando la inhibicion de la hemodlisis y menor usando la inmuncdifusién doble mientras que en el
otro rebafio el mumero de animales positivos fue mayor para fa inmumodifusion doble y menor parz la

inhibicion de la hemélisis.

Menzies y Muckle, 1989 usaron la prucba de micreaglutinacién para la deteccién de anticuetpos en
animales infectados naturalmente, la sensibilidad de esta prueba mostrd ser relativamente satisfactoria
mientras que la especificidad tuvo una pobre respuesta.

Burrel, 1980 utilizé la técnica de inmunodiflusién doble el cual probo ser un método econdmico y practico
para utilizarlo en sueros de animales infectados y cuyos resultados pueden dentro de las 24 horas posteriores 2
la realizacitn de la prueba. Pero a pesar de su praciicidad requiere ser perfeccionado.

El diagnéstico serologico es de importancia en animales infectados subclinicamente ya que representan una
fuente potencial de infeccion para cabras samas. Una gran variedad de pruebas seroldgicas pueden ser
aplicadas para diagnosticar LC tales como microaglutinacion, inmunodifusion, inhibicion sinérgica de la
hemdlisis, dot-blot, weslern blotting, fijacién de complemento, hemoaglutinacién indirecta y una variedad de
procedimientos para ELISA. En los procedimientos de ELISA pueden ser usados diferentes componentes
bacterianos como antigenos de lase sélida tal como la pared celular, exotoxina (fosfolipasa D) y ademds
exoloxina recombinarte (Cetincaya ef af, 2002). Maki e o/, 1985 utilizd la exctoxina cruda y diferentes
formas de lisados celulares. Sutherland ef af, 1987 usé toxine cruda y células de la pared bacteriana
purificadas.
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Menzies et af, 2004 utilizé una ELISA para comparar un {FN- y bovino y la fosfolipasa D {PLD) recombinante
para diagnosticar cabras infectadas experimentalmente por Conynebacterium psewdotuberculosis.

Kaba et af, 2001 usé un lisado celular de bacierias enteras como antigeno de fase solida

Sting et af, 1998 utilizd antigenos de la pared celular y exoloxina para k deteccion de anticuerpos especificos.
Ellis ef af, 1950 realizé una prucba de ELISA usando como antigenos a la pared celular ¥ ka exotoxina. Menzies ef
al, 1994 utilizé una fosfolipasa [ recombinante con Escherichia coli como antigeno.

Los inmunoensayos (ELISA) en fase solida son una herramienta de la inmunologia clinica basados en los
principios de interaccién anticuerpo-anticuerpo en placas de plastico (poliestireno o polivinile principalmente). Se
utilizan cromégenos solubles para delectar las enzimas. Es una técnica ficilmente automatizable para un gran
nimero de muestras en un primer andlisis. Ademas no necesita equipo sofisticado, se puede adaplar a condiciones
de campo con estabilidad de los reactivos, estandarizacion del empaquelado, simplicidad y conveniencia de los
instrumentos de medida. La realizacién practica de una ELISA tiene cinco apartados: fabricacién de los reactves,
preparacién de las placas {tapizado, bloqueado y almacenado), diluciones y pipeteado de mwestras, pipeteo del
conjugado y medida de la aclividad enzimdtica (Coll, 1593).

El principio bisico del métode indirecto de la prueba de ELISA es que un antigeno s¢ adsorba a una superficie,
pudiendo ser ésta de diferentes materiakes. Una dilucién del suero problema es agregada y si contiene anticuerpos
especificos, se unirdn al antigeno, formédndose un complejo antigeno-anticuerpo. Al agregar el conjogado marcado
(anti-anticuerpo especie especifico, con la enzima conjugada} se va a unir al complejo antigenc-anticuerpo, al cual
se le agrega un sustrato para activar la enzima, produciendo un cambio de coloracin. Se agrega una soluci6n para
detener la reaccion. E! color final, es direclamente proporcional a la concentracion de anticuerpo. El resultado
puede ser kido directamente por observacion visual o con la utilizacién de un espectrofotémetro, para medir la
densidad Optica de la reaccion (Temynck y Avrameas, 1989).

La prueba de ELISA tiene un campo muy amplio en la investigacion, el diagnéstico y en la terapéutica medica,
sin embargo, es necesario conocer que tipo de andlisis es el mds acorde con las necesidades de las que se quiere
cuantificar, cus! va a ser el uso potencial que se le puede dar y establecer ¢l criterio para que su uso sea mds (til que
otro método previamenle eslablecide; esto es, si el método anterier no brinda la posibilidad de determinar animales
positives o portadores con bajos ttulos de anticuerpos se puede usar ELISA (Temynck y Avrameas, 1989).

Aunque en México se encuentra presente de manera muy diseminada en Jos hatos nacicnales la linfadenitis
caseosa es uma enfermedad a la que poco estudio se ke a dedicado (Ramirez ef af, 1992), no existe um técnica
inmunokdgica que permita detectar la infeccién por C. pseudotuberculosis en animales que ain no presentan las
alieraciones caracteristicas de LC, ¢l interés es utilizar una prueba serologica (ELISA Indirecta) como técnica
rutinaria de diagnéstico, ya que es una enfermedad con ala prevalencia e importancia econdmica en cabras
{Ramirez ef af, 1992; Espinoza y Torlora 1992).



a) TRATAMIENTO

La linfadentis caseosa es una enfermedad de presentacidn endémica, dificil de erradicar debido a la escasa
respuesta terapéutica, 2 su elevada capacidad de resistencia en el medio ambiente y las limitaciones parz
detectar infecciones subclinicas (Cubero et af, 2002).

Conymebacterium pseudotuberculosis es sensible a pricticamente todos los antibisticos in vitre (ampicilina,
lincomicina, gentamicina, tetraciclina, penicilina G, trimetroprim, sulfametazol, etc), habiéndose encontrade
solamente la estreptomicina como antibibtico frente al que presenta resistencia (Judson y Songer, 1991}

No obslante el tratamienlo quimiolerdpico es ineficaz en esta enfermedad por diversas razones:

» Baja dosis de antibidtico que puede difundirse por el absceso, ya que no hay irrigacion en él.
» Tanta masa de malerial purulenio podriz neutralizar cualquier dosis de antibiético por elevada gue sea.
» Como bacteria intracelular, es dificil que llegue a estar en contacto con el antibiotico en cantidades

minimas.

La mayoria de los autores coinciden que el tratamienlo quinirgico se puede practicar adecuadamente en el
caso de abscesos superficiales permitiendo una disminucion en la transmision de la enfermedad. Para b
extirpacién quinirgica de los abscesos superficiales primeramente se deben aislar 2 los animales infeclados
del resto del rebafio, se debe rasurar la zona, hacer una incision perpendicular al cuerpo de la cabra, presionar
¢l absceso hasta que todo el contenido pastoso salga fuera y empiece a brotar un liquido con sangre, teniendo
la precaucion de recolectar el exudado para su destruccion posterior, impregnar bien el interior y el exterior de
la incision con yodo al 7% Tepitiendo las curaciones diariamente hasta que sanen y cicatricen completamente
antes de reinstalar los animales al rebafo. (Navarrete, 1988}

i) PREVENCION.

Un método relativamente comin para controlar las enfermedades infecciosas ¢s el proveer proteccidn
mediante la inmunizacion conmseguida a través de la vacunacién. No es posible controlar todas las
enfermedades con el uso de vacunas, ya que no existen dispomnibles contra todos los agentes infecciosos.

La vacunacién y el adecuado tratamiento de los abscesos reducen el mimero de infectados cuando 2
presentacion de la linfadenitis caseosa es endémica. El programa de vacunacién no elimina totalmenie la
infeccién del rebafio, ¥ |2 venta de portadores asintomdticos es una reserva que hace que se mantenga un
problema potencial (Cubero ef af, 2002).

En deferentes paises europeos se han estudiado diferentes tipos de vacunas (con resultados variables) para el
control de la linfadentis caseosa:



Cuadro 2. TIPOS DE VACUNAS

TIPO DE VACUNA | CARACTERISTICAS

¥iva con cepas “ Toxminus “ - Expresa ke exoloxina Fosfolipasa D.
matandes atenwadas
“ AroQ) - Inactivada cazimaticamente
. lactivacidn con formalin del sobrenadanie de oa colbivo de Conmedocterium
Inactivadas Quimd pseudotubercuiosis rica en bsidipasa D,
- Cétolas itakes lisadas,
Genéti - Fosfolipasa D deloxicada (Delta PLD) resutta parciaimente efectiva

Modificado de Cubero et al, 2002.

Sin embargo, en nuestro pais no se encuentran disponibles vacunas para prevenir o disminuir el porcentaje
de animales infeclados.

o) CONTROL.

Con la finalidad de impedir la exposicion 2 una enfermedad los animales recién adgquiridos ¢ introducidos a
la explotacion deberin mantenerse aislados y ser sometidos a un periodc de observacion Ilamado
CUARENTENA. La cuarentena consiste en el aislamiento de los animales infectados o sospechosos de
estarlo, o bien de aquellos no infectados pero que corren riesgo de infectarse. También se utiliza para aislar a
los animales sospechosos de estar infectados hasta que dicha infeccién sea cenfirmada o descartada. El
periodo de cuarentena depende del periodo de incubacion del agente, del tiempo necesaric para confirmar la
presencia de la infeccion y del tiempo que precisa un animal infectado para ser o oo infeccioso {con o sin
tratamiento). La cuarentena de 30 a 60 dias da la oportunidad de observar si el animal muestra zlgim signo
asociado con alguna enfermedad. Los chequeos seroldgicos pueden determinar si el animal posee anticuerpos
contra cuakquier agente infeccioso indicindonos al mismo tiempo si la exposicion al agente ha sido presemnte o
pasada. La cuarentena debe ser implantada necesariamenie en la granja con cierta flexibilidad dependiendo
del origen de los animales que se yayan a introducir (Cubero et af, 2002).

p) ERRADICACION.
Con la finalidad de poder mantener la produccion y los niveles genéticos deseados, durante el periodo de
transicion hasta conseguir la erradicacién de la enfermedad, se aconseja a los productores el manejo de dos

rebafns independientes. Un rebafio estara integrado por los animales infectados y otro rebafio contiene a los
animales sanos (Cubero et af, 2002).
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En nuestro pais no se cuenta con un programa de erradicacion para éste padecimiente, ko que se lleva a cabo
es el tratamiento quirdrgice de las lesiones para evitar en lo mis posible la diseminacién de la enfermedad en
el hato (Navarrete, 1988).

Schreuder ef af (1994} desarrollaron un programa de emadicacion de la linfadenitis caseosa en
explotaciones endémicas, el cual consistid en:

- Se utilizo la técnica ELISA séndwich para deteccion de seroreaccionantes

- Los animales seropositivos y dudosos se sacriflicaron

- Las ovejas geslantes seropositivas se mantienen en cuarentena y se sacrifican después del parto.

- Las crias se alimentan artificialmente y permanecen en la exphkyacién

- Se acompefia de medidas higiénicas.

Este programa, sin embargo, no parece ser del tode factible en nuestro pais puesio que resultaria muy
costoso para los productores.

Nord et af, (1998) llevaron a cabo durante tres afios un programa de erradicacion de la linfadenitis caseosa y
de ariritis-encefalitis en 100 explotaciones de cabras de leche en Noruega infectadas endémicamente, con una
prevalencia del 94%.

Trascwridos los tres afos del programa todos los animales resultaron seronegativos ¥ no se registré ningin
signo clinico de linfadenitis caseosa ni de artritis-encefalitis. Las medidas adopladas en el programa consistian
en:
< Separacion de las crias inmediatamente después de nacer para evitar el contacto con las madres y se
alimentan con calostro y leche de vaca.
<+ Las crias se mangjan en un rebafio independiente, en locales diferentes, para dispener de animales de

reposicion seronegativas.

S

Las hembras de reposicion seronegativas parirdn y amamantaran a sus crias.

El rebafo seropositivo se sacrifica durante el segundo afio del programa de control.

Se realiza el vacio sanitario, limpieza y desinfeccion de los locales ocupados por el rebafio infectado
¥ posteriormente permanecen vacios durante 3 meses.

% Chequeo serologico del rebafio durante Jos 3 afios del programa de control, sacrificando
inmediatamente a los animales seropositivos y los dudosos.

L)

»

Los programas pueden ser simples o complejos dependiendo del nivel econdmico de la explotacién y de la
incidencia de enfermedades. Aunque determinadas recomendaciones de manejo pueden aplicarse a todas las
granjas cada explotacion requiere una adaplacion particular con recomendaciones especificas.
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0. OBJETIVOS

GENERAL:
s Establecer la eficiencia de ELISA como prueba serologica parz el dizgndstico de la Linfadenitis
Caseosa en cabras.

PARTICULARES:
= Aislar e identificar Corynebacterium pseudotuberculosis.
=  Oblencion del antigeno bacteriano.
= Utilizacién de la prueba de ELISA.
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Ill. HIPOTESIS

La utilizacidn de un método diagndstico de tipo inmunologico (ELISA)Y en forma rutinaria para Linfadenitis
Caseosa, ayudard al posible control y erradicacitn de la enfermedad en los rebaiios caprinos.



IV. MATERIAL

A) Biologico:
s Cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis {obtenida a partir de muestras clinices de un
rebaho de Celaya, Gto.}.
* 2 cuyes blancos, machos.
s 1 cabra para la preparaci6n de un suero hiperinmune (médulo caprine de ta FES Cuautitldn)
B) Medios de Cultivo:
*  Aislamiento:
e Apgar Sangre
¢  Medic PPLO {Organismos Parecidos a Pleuroncumonia)
# (Caracterizacion Biogquimica:
e (O-F) Oxidacion - -fermentacion
+ Caldo Urea
« (MR- ¥P) Rojo de Metilo-¥oges Proskaver
e Nitratos
*  (SIM) Sulthidrico-Indol-Motilidad
®  Azicares con base de agua peptonada:

*  Glucosa

s [actosa

* Maltosa

* Trehalosa

o Xilosa

¢ Dextrosa

¢  Manitol

¢« Ramnosa

+  Manosa

*  Ambinos

+ Rafinosa
() Tren de timcién de Gram:

« Cristal Violela

s Lugel

s Acetona

¢ Safranina



D) Miscelaneos:
e Cajas de Petri de 10 ml, estériles
e Tubos de ensaye de 5 y 10 ml, estériles
«  Matraces Erlenmeyer de 250 y 500 ml, estériles
*  Viales estériles
*  Mecheros Bunsen
*  Estufa bacteriologica
*»  Agitador
¢ Centrifuga
s  Microscopioc compuesto
. Conqﬁresm‘a de aire
e  Sistena de ultrafiltracion (Amicon}
s Autoclave
*  Espectrofotémetro (Multiskan Ascent)
s  Filtros millipore
»  Jeringas insulinicas
* Jeringas de 3 ml
» Espdtula
*  Asa bacteriologica
*  Placas de polieslireno (Nunc)
o Pipeta (200pl)
s  Pipeta multicanal
»  Puntas para pipeta

¥. METODO

a) Recoleccion de Muestras
Animales: En una explolacién caprina localizada en ¢l Municipio de Celaya, Guanajuato, el cual se encuentra
situado a los 101°48° de kongitud oeste y 2 20°31° de latitud norte, su altura sobre ¢l nivel del mar es de 1,752
metros. La temperatura méxima es de 25.5°C y la minima de 16°C con una media anual de 20.86°C, su clima

oscila entre serniseco ¥ semicélido con una precipitacion pluvial promedio de 5753mm anuales. El tipo de

suelo es arcilla limosa.
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Se lornaron 10 muestras de diferentes animales por medio de punciones en el absceso cbservado en
linfonodos, principalmente parotideos, para realizar aislamientos y de ésta forma obtener la cepa que se utilizo
en el presente trabzjo. Este rancho cuenta con aproximadamente 100 animales, siendo éstos hembras
reproductoras, raza saennen, con edades que fluctuaban enire 2 y 5 afios, con un peso promedio de 25 Kg, |2
alimentacién que se les proporciona es hasicamente concentrado. EL propietario lleva a cabo un programa de

desparasitacion regular.

b) Preparacion de Medios

. Medios de Cultivo para Aislamienic (Agar Sangre).

Los medios de cultivo empleados se prepararon a partir de los medios basales comerciales de acuerdo a las
especificaciones dadas por el laboratorio que las fabrica, se esterilizaron en autoclave a 121* y 5 libras de
presion durante 15 minutos. Se adiciont después sangre de rumiante desfibrinada en una proporcion del 5% y
se distribuyeron en cajas de petri de 10 cm de didmetro se incubaron en una estufa bacteriologica a 37* por 24
horas para la prueba de esterilidad de éstos medios y al comprobar que no habia contaminacion se procedié a

su ulilizacion.
2. Medios de Caracterizacion Bioquimica.
Estos medios comerciales se prepararon de acuerdo a las especificaciones del laboratorio que os fabrica,
los cuales se mezclan y se distribuyen en tubos de 13 x 100 ml con tapén de baquelita para luego esterilizarse
(de la forma anteriormente descrila) y almacenarse para ser utilizados.

3. Medios de Aziicares con Base de Agua Peptonada.

A cada tubo con agua peptonada se le adicicna 0.5 ml del azmicar comespondiente que debe estar a una
concentracion del [%.

4. Medio PPLO para Crecimiento Bacteriano.
Se prepard de acuerdo con las especificaciones del laboraloric que las produce, se esterilizo en autoclave a

1217 y 15 libras de presion durante 15 minutos, se incubd en una estufa bacteriolégica a 37° por 24 horas pan
la prueba de esterilidad.



¢) Procedimiemo de Cultivo.

En ¢l laboratorio, de los linfonodos se selecciond un drea que presentaba abscesos quemando la superficie
parz eliminar contaminantes indeseables con una espatula al rojo vive, en seguida, con el asa bacteriolégica se
sembro de las porciones internas en Agar Sangre, utilizando a técnica americana para la dilucién de colonias,
las cajas fueron incubadas a 37 duranie 48 horas, a cada caja se le realizaron improntas las cuales fueron
tefiidas por el método de Gram. Posterior a la incubacidn se seleccionarcn las colonias de acuerdo a su
morfologiza y algunas fieron resembradas para su purificacion.

d) Identificacion.

La identificacién del género y especie de cada muesira se hizo siguiendo la metodologia descrita por
Garcla, 1980.

e) Obtencion de la Exotoxina.

e.1 Crecimienlo masivo de Corynebacterium pseudotuberculosis.

Una vez identificadas las cepas del microorganismo se eligié sélo una cepa por ser la que mostraba mayor
indice de betahernolisis y mayor crecimiento, de ésta con el asa bacteriologica se tomé una asada de colonias
las cuales se inocularon en lubos de ensaye que contenian 5 ml de caklo PPLO (Organismos Parecidos a
Pleuroncumonia) incubéndose por agitacién a 37° por 48 horas. Pasado el tiempo el contenido de los tubos se
vertié en un matraz que contenia 500 ml del cakdo PPLO y colocado en un agitador € incubado a 37° durante
48 horas en agitacion constanle. Posteriormente se realizaron frotis que se tifieron por el método Gram para
confirmar la presencia de la bacteria.

El cultivo en medio liquido fue centrifugado a 5000 rpm durante 15 minutos para separar el paquete celular
v el sobrenadante puesto que éste dltimo contiene a la exotoxina.

e.2 Ultrafiltracion.

Para concentrar el sobrenadante obtenido se empled un sistema de ultrafiltracién (Amicon) utilizando
membranas de exclusién millipore de 10.000 mil daitons de peso molecular. El concentrado constituyd el
extracie crudo de |z fosfelipasa D. El volurnen final que se obtuvo fue de 50 ml, el cual fue colocado en viales
estériles y almacenados a -20°. El paquete celular fue colectado y almacenado en congelacidn a 4° sin
conservador.



Para evaluar la toxicidad y cantidad de anligeno bacteriano para su posterior usc en la realizacién de la
prueba de ELISA el concenirado tuvo que ser sometido a las siguientes pruebas:

a)  Dermonecrosis en cuyes.
b}  Determinacion de proteina.
¢}  Electroforesis.

a) Dermonecrosis.

Para comprobar que en el concentrado obtenido habia toxina y observar su capacidad necrética se
emplearon 2 cuyes (por ser los animales que ofrecen mayor sensibilidad a ésta prueba} machos albinos, a
eslos animales se les rasurd el costado derecho desde la region tordcica hasta la region lumbar, se lavé con
agua y jabon y se aplicd un antiséptico. En el costado de cada animal se dibujaron cuadros de | centimetro
cuadrado identificindolos con nimeros progresivos del 1 zl 5, cada cuadro se inoculd de la siguiente manera:

Cuadre 3. PRUEBA DE DERMONECROSIS.

Deosis Caadro Via Inocato

03ml | Iniradérmica Toxina croda

03ml 2 Intradéroica Fikrado diloido 1:10

03ml 3 latradérmica Filtrado diloido 1:100

03mt 4 Iotradérmica Fikrado diknido 1:1000

03ml 5 Intradérmica Solucion  Salina  Fiswologica
esteril

Modificado de De Jong, 1980.

Se realizaron observaciones a las 24, 48 y 72 horas post inoculacisn. La prueba se dic como positiva cuando
se observd pecrosis {De Jong, 1980; Batey, 1980; Medrano, 2003).

bY Determinacion de proteina.

La determinacién de proteina se realiza con l2 finalidad de conocer la cantidad de proteina que poseia el
concentrado ya que para realizar una prueba inmunologica (en éste caso ELISA) se requiere de un minimo de
proteina para poder rezlizarla en cuyo caso seria de 5 microgramos por mililitro.

La realizacién de ésta prucba se hizo siguiendo el método de Bradford (1976):

Preparacién de los Reactivos: 100mg de Azul Brillante de Cormmasie G-25 (Sigma) se disolvieron en 50ml
de etanol al 95%. A ésta solucion se le adicionaron 100ml de acido fosforico al 85%; la solucidn resultante
fue diluida en un volumen final de | litro; la concentracién final en el reactivo fue de 0.01% de Azul Brillante
de Commasie G-25, 4.7% de etanol y 8.5% de acido fosforico.
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Prueba para la Protefna {método estandar): la solucidn de prote{nas que contenia de 10 a 100mg de proteina
en un volumnen dispussto para 0. Iml fue pipeteado dentro de 12 tubos de 100mm. El volumen de bos tubos se
ajusto a 0.1m! con una solucién buffer. Sml de los reactivos para la proteina se adicionaron en los tubos y el
contenido se mezclo por imversion. La absorbancia a 595nm se midié después de 2 minutos y antes de | hora
en 3ml de buffer ¥ Sml de reactivos para la proteina. El peso de la proteina se trazd con la comespondiente
absorbancia resultando en una curva estindar usada para determinar la proteina de la exotoxina,

c) Electroforesis.

La electroforesis se realizd para conocer el peso molecular del concentrado y comprobar que en €ste estaba
presente la excloxina ya que la lileratura nos refiere que la fosfolipasa D tiene un peso de 31.5 kD,

La exotoxina se separd en geles de poliacrilamida con las siguientes caracteristicas: el gel separador de
aproximadamenle 50 mm fue preparado a una concentracién de acrilamida del 12% 0.375 M tris y pH de 8.8,
se utilizé como gel concentrador uno de 10 mm, preparado con 4% de acrilamida 0.125 M Tris y pH de 6.8,
El antigeno fue corrido siempre con un carril de comparacién con marcadores de peso molecular (MPM)
prelefiidos, a 150V con 120mA para el gel concentrador por {0 minutos y 2 8SmA para el gel separador por
90 minutes. Una vez terminado e! corrimiento se realizé la tincién de nitrato de plala. Los PM de los
antigenos obtenidos fireron delerminados por medio de 1ma curva patron, realizada graficando el logaritmo del
PM de los marcadores pretefiidos, contra su migracién a través del gel expresada en centimetros. Los MPM
fueron Miosina 203 kD, beta-galactosidasa 118 kD, albimina sérica bovina 86 kD, ovalbimina 51kD,
anhidrasa carbénica 34 kD, inhibidor de la tripsina 29 kD, lisosima 19 kD y aprotinina 7.5 kD. (Mufioz, 1997)

La concentracién apropiada del antigeno se determind por titulacién en placa usindose diferentes
diluciones para estahlecer la concentracion éptima, se realizo la kectura de la placa en un Multiskan Ascent a
450 nm. A partir de 1a absorvancia se determino utilizar la dilucién 1:150.

Obtencidn de Sueros Testigo.

Los sueros testigo fueron utilizades para tenerlos como valores de referencia enire animales positivos ¥
negativos, obteniéndose de la siguiente manera:

a) Suero positivo.- Este se obluvo por medio de la produccion de un sucro hiperinmune, inoculindose la
fosfolipasa D a una cabra, propiedad de FES Cuautitlan, siguiendo un protocolo preestablecido: (cuadro 4)



Cuadro 4. PRODUCCION DE UN SUERO HIPERINMUNE

Dia | Indcubo Via

0 Iml de Ag + iml Adyuvanke completo de Freud | Sobcutinea

5 lmi de Ag + Iml Adyuvante incomplcio 1ml Intrarmuscular y 1ml Subeutdnea
15 | 1ml de Ag sin adyovante Intramuscelar

30 | 1ml de Ag sin adywvamie Intramascolar

31 | Sangrade Vena yugular
Ag= Antigmo mi= milikiro

Modificado de Morilla, 1978.

La sangre obtenida el dia 3| se centrifugo a 3,500 revoluciones per minuto (rpm} durante 15 minutos. El
sobrenadante se recolectd y se congeb a —4° C hasla el momento de empleo.

b} Suero negativo.- Este fue extraido de un feto caprino proveniente de un rastro.

Sueros Problema:

La sangre para la obtencion de los sueros problema fue tomada a 57 hembras caprinas seleccionadas al azar
del mismo rancho localizado en Celzye, Guanajuato el cual presenta un hisiorial de linfadenitis caseosa
recurrente y otros 33 sueros fueron tomados al azar tanto de hembras como de machos en un rancho ubicado
también en Guanajuate, los cuales no presersan historia de éste problema ¥ no se cbservan lesiones aparentes.
Uno de los ranchos se encuentra localizado en el municipto de Corldzar el cual estd a 100*52” de latitnd oeste
y a 2028’ de longitud norie, tiene una altura de 1,730m sobre el nivel del mar, el clima es semiarido
semihimedo con liuvias en verano, la temperatura media anual es de 19.3°C con minima de 1.1°C y una
maxima de 36°C. La precipitacion phluvial promedio es de 630mm anuales. El tipo de suelo es arcilloso. El
otro rancho estd ubicado en el municipio de El Jaral localizado a 100°59" y 101*07'de longitud oeste y a
20°15" y 20°26’de latitud norte, su altura promedio es de 1,730m sobre el nivel del mar. La temperatura
promedio anual es de !18.5°C con una méxima de 35°C y una minima de 15°C, el clima es templado
subhtimedo durante casi todo el afio, posee una precipitacién pluvial total anual de 647.9mm promedio con

vienlos de norte 2 suroeste. El tipo de suelo es limoso a arcillcarenosa.

En ambos ranchos no se observaron lesicnes aparenles en los linfonodos superficiales ni se reporta l2
presencia de LC. Por lo que los sueros provenientes de Celaya fueron designados como grupo | o
experimental y los sueros de Cortazar y el Jaral se desigmaron grupo 2 o control.



Procedimiento de ELISA [ndirecta.

Se colocaron 200 microlitros del antigeno {concentrado de fosfolipasa D) 2 una dilucién 1:100 disuelta en
un amortiguador carbonato- bicarbonato (0.1 molar y pH 9.6)", en cada una de las 96 cavidades de la placa de
policstireno (Nunc), dejindose durante 24 horas a 4° C para que se adsorba el antigeno a las paredes de los
pozos de la placa.

Al dia siguiente se eliminaron las soluciones por inversion de la placa y se desechd el liquido sacudiéndose la
placa fuertemente sobre papel absorbente. Se lavaron los pozos con 150 microlitros de la solucién de lavado
PBS {Phosphate Buffer Saline), conteniendo 0.} % de Tween 20 y un pH de 7.2. Dejando los pozos con el
amortiguador de lavado en reposo durante 3 minulos. Al cabe de éste Hempo se elimind 1a solucidn de la
manera descrila anterionmente, Tepitiendo esle proceso dos veces mis, con ¢l fin de eliminar el antigeno que
no se adsorbid.

Se colocaron |00 microlitros de PBS Tween 20 mas leche “Svelty “al 3% a todos los pozos para permitir
que la caseina recubra Jos sitios a los que no se adsorbio ef antigeno, y se incubd 2 37° C por una hora.
Nuevamente se lavo la placa 3 veces como se menciond previamente.

Se coloco en cada serie de 8 pozos 200 microlitros de las diluciones dobles seriadas de cada suero,
iniciando con los sucros control positive y negativo, seguilos de los sueros problema, diluidos en
amortiguador PBS Tween 20 + leche “ Svelty * y s¢ incubd a 37° C por una hora en cama hiimeda.

Se lavo 3 veces la placa, de la manera antes citada.

Se colocaron 100 microlitros de conjugado anti-inmunoglobulina 1gG de rumiante, en cada uno de bos
pozos, proveniente de un kil de diagnéstico del Instituto Pourquier, Francia, empledndose una dilucién 1:100,
disue!ta en un amortiguador del mismo kit Incubdndese a 37° C por una horz.

Se lavo la placa 3 veces, de la misma forma mencionada anteriormente.

Se depositaron 100 microlitros de la solucién de revelado, proveniente del kit, incubdndose 2 21°* C por 5

minutos en un lugar oscuro.

Para detener la reaccion se agregaron 100 microlitros de la solucidn de paro.

" Ver apéndice I
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Se realizo la lectura en un Espectrofotémetro a una densidad optica (DO) de 450 nandmetros {(nm)

En todas las placas se obtuvieron 2 columnas de pozos para el sustrato testige, en el cual se omite el paso
de la adicién del conjugado; el conjugado testigo en el cual se omite la adicién del suero problema para
verificar los cambios de coloracién de la solucion de sustralo o de la adsorcién mespecifica del conjugado.

Los resullados generados por ELISA se convertirin en unidades de actividad de anticuerpos. Basandonos en
Sutherland ef al, 1987, el nimero de unidades de actividad de anticuerpos por cada suero serd determinado

por la férmula:

AZ (suero de prucba 2 450 nm)

Al {absorbancia de 450 nm del control pesitivo)

La interpretacién de los resullados se baso en la sugerida por el Instituto Pourquier, Francia:

El suero problema que dié menor o igual a 110 % unidades de actividad de anticuerpos fué considerado
como negativo.

El suero problema gue did entre 110 % y 120 % unidades de actividad de anticuerpos se considerd
sospechoso.

El suero problema que dié mayor o igual a 120 % unidades de actividad de anticuerpos fué considerado
positivo.

E! andlisis estadistico se realizard a través de estadistica descriptiva auxiliindose del paquete estadistico
SPSS (Statical Package for the Social Sciences) The Apache Software Fundation. Wes 1999-2003 USA.
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¥1. RESULTADOS

a) Aislamiento.

1. Morfologia colonial: se observaron colonias pequefias, redondas, color blanco cremose que al ser tocadas
con el asa de platino se desplazaban con facilidad por la superficie del agar.

2. Identificacion: se realizaron frotis tiféndolos por el método Gram y al observarles en el microscopio
revelaron una gran cantidad de bacilos Gram positivos puros agrupados en forma de “letras chinas™ Para la

identificacién del género y especie se llevaron a cabo pruebas bioguimicas; al comparar los resultados
obtenidos con los descritos en la literatura para C. pseudotuberculosis, &stos coincidian. (cuadro5).

Cuadro 5. PRUEBAS EMPLEADAS PARA LA IDENTIFICACION DE C. pseudotuberculosis.

PRUEBA

INTERPRETACION

Tinside de Gram

Bacibos Gran {+), peqecios, pleomdrficos.

[

Ureasa

5]

Nitratos

)

Catalasa

)

MR

)

¥P

)

OF

F

Mo
SIM H:S
Inol

o]
-
)

Glocosa

)

Lactosa

-}

Makosa

+

Mamitcd

)

)

]

)

-

)

)
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b} Prueba de dermonecrosis.

En los resultados oblenidos en la prueba de dermonecrosis (cuadro 6} durante las primeras 24 horas
no se observé un cambio significativo en los animales, en el punto de inoculacion, sélo enrojecimiento. A las
48 horas se les presentd cianosis en las orejas y signos leves de necrosis y a las 72 horas, |2 cianosis de las
orejas ¥ |2 necrosis eran muy marcadas, con la formacién de una costra. Estos resultados fueron iguales en

ambos animales.

Cuadro 6. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE DERMONECROSIS

# Anirmal Marca del cuadro Mucsira Caatidad 2 4 horas 43 boras 72 horzs
imocnlada inocukada

1 1 Toxina croda 03ml Enfojecimicnio Chanosis otejas Mecrosis

1 2 Fikrado diloido 03ml Enrojecinnesto Clanosis orcjas Cigmosis orejas
1:10

1 3 Filtrado diluido 03ml Earopecimdcnto | -Cianosis orejas Cramosis oreas
1:100

1 4 Filtrado dilido ¢.3ml Earogecimiento | Clancsis orejas Cranosis orefas
L1000

1 5 SSF, estéril 03ml Enrojecimicato sic sic

2 1 Toxina creda 03mi Enrofecumicalo Cramosis orcjas Mecrosis

2 2 Fikrado dikido 03ml Enrujecimienato Clamosis orcjas Ciamosis orcjas
110

2 3 Fikrado diluido 03ml Earcjecimicato Cianosis orejas Ciamcsis orzjas
1:100

2 4 Filtrade dilxido 43mi Earvjecimiento | Cianosis ansjas Cianosis orejas
L: 1000

2 5 SSF, esteril 0.3ml Enmecimienio sfc sic

SSF= Solucitn Salina Fisiologica

s/c=sin cambio

¢} Determinaciéa de proteina.

La cantided de proteina contenida en el concentrado se obtuvo por medio de la prucba de Bradford
encontrindose bo siguiente: {cuadro 7)

Cuadro 7. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE BRADFORD

meg/mt
Coaceutrado retenido ..vrd
Elukdo cabra 55.8
Medio FPLO 65.9

mecg/miE= microgramas por nulilitro.
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d) Electroforesis.

A la dlectroforesis se Jograron identificar diferentes bandas de proteinas de componentes estructurales
de ba Fosfolipasa D- en o filtrado se lograron observar estas bandas p29, p31.5, p35, p45, p60 y p190 kD, &
medio de cultivo bacteriano (FPLO) v o eluido {proteina de menor peso molecular diferente a la exotoxina
fosfolipasa D y que no es retenido por ks membrana) no presentaron bandas. (Figora 1)

Figura 1.

ELECTROFORESIS EN-PAGE DEL. CONCENTRADO DE LA EXOTOMINA
DE Coryrmebacteriisn pesudotubercilosis

1.- Marcador de pesos mokecuieres
2.- Concertracio retenido
4-PPLO

§.- Buido de cabra




Prueba de ELISA Indlrecta.

En el apéndice TI, se pueden cbservar los resultados en términos de unidades de actividad de
anticuerpos de cada uno de los 88 animales en estudio indicindose el grupo experimental y el grupo control.

De los 57 animales de! grupo experimental, 6 animales (1.05%) fueron positives a ELISA Indirecta, 2
{3.5%) resultaron sospechosos y 49 animales (85.96%) dieron negativo. (cuadro 8).

En el grupo control de los 33 animales sometidos a estudio encontramos que 1 (3.22%) results positivo, el
nimero de animales sospechoso result en | (3.22%) mientras que 29 animales {93.54%;) dieron negativos 2

la prueba de ELISA [ndirecta. (cuadro 8).

Cuadro 8. RESULTADOS DE ELISA INDIRECTA

No. de ELISA Indirecta
animales
#+ k) #s * £- *
Gaupo | 57 5 108 2 35 45 85.96
Experimental
Geowpo 2 i3 | 32 l i 29 93.54
Control
+ = positivos - = negativos s = sospechosos

Anifisis estadistico

Se realizd la comparacion de datos entre los grupos, por medio de un analisis de estadistica descriptiva
al azar usando el programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences). En donde los resultados de |2
ELISA;Indirecta muestran una diferencia de dos desviaciones estindar entre las medias de ambaos grupos, sin
embargo hay que lomar en cuenla que la cantidad de animales eptre un grupo y otro no era del tode
homogénea por 1o que la diferencia se hace mis notoria.

Estadistica Descriptiva

Estindar
Coatrol 57 455 23 58 62.36 73.415 5389 811
Experieental 3 150 44 193 83.46 33140 1098235

N niamero de mmesiras BR
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VII. DISCUSION.

L2 obtencién de las muestras necesarias para el aislamiento de l1a cepa productora del antigeno
bacteriano {exotoxina} el cual se utilizé para realizar la prucba de ELISA resultd ficil ya que el rebaio
mostraba presencia de LC, pudiendo observarse las lesiones caracleristicas como lo son lz formacion de
absceso en alguno de los nédulos linfiticos superficiales, por lo que de ésta lesion resultd muy [acil extraer el
material patolégice, en las 10 muestras tomadas, en donde pudo observarse microscopicamente gran
abundancia de corinebacterias y cuyas colonias fueron caracteristicas (pequefias, redondas, color blanco
cremoso y sobre todo s¢ fragmentaban con gran facilidad) tal y como lo han mencionada autores como Smith
y Sherman, 1994; Yeruham ef al, 1997, Cowan vy Steel, 1974. Lo que significa que C. psendotuberculosis se
aisla de manera sencilla de las lesiones producidas en linfonodos superficiales ¥ cuyo material purulenio
corliene gran cantidad de ésta bacteria y cuyo crecimiento no presenta mayores problemas utilizando los
medios de cultivo y temperatura adecuadas.

La identificacién final realizada con una serie de pruebas bioquimicas no presentd problema alguno
con lo que podemos decir que ésta idenlificacion puede llevarse a cabo de forma sencilla y utilizando un
minimo de pruebas bioquimicas como lo son: catalasa, urea, nitratos, glucosa, maltosa y manito! tal y como lo
describio Garcia, 1980,

La prueba biokigica de dermonecrosis (DN} realizada en cuyes albinos, demostrd su efecto
necrotizante en el sitio de inoculacidn, éste principic fue uiilizade para la evaluacion de otras toxinas
bacterianas como lo mostrd inicialmente De Jong en 1980, quien utilizé la exotoxina de Pasteurella
multocida {tipo D) observando éstos efeclos necrotizantes, esto es semejante a lo hecho por Batey, 1986,
quien realizé también ésta prueba pero usando ratones en donde al igual que en el presente trabajo se produjo
eriterna en el sitic de inoculacién durante las primeras 12 horas y posteriormente la necrosis tisular, asi
mismo, Medrano et af, 2003 utilizé ratones albinos inoculando 0.2 ml de PLD de manera subculdnea
proveniente del cultivo en caldo tripticasa soya de una cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis aislada
de una alpaca y cuyos resullados posteriores a 24 horas post inoculacién mostraron necrosis en el sitio de
aplic:acién,aunqueméstecasolareacciéumﬁretanseveracomoloobservadoporésleyotmsmbajos
donde los cuyes se muestran més sensibles a la reaccién necrotica que los ratones; podemos notar que el
efecto t6xico de la PLD es semejante entre los trabajos anteriormente citados y lo realizado en el presenle
estudio, aunque existan variantes en el tipo de animales usados aunado al origen biokigico de la cepz y I
cantidad de indculo aplicado el efecto DN se pone de manifiesta, con diversas reacciones de severidad.
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Durante la obtencidn de la excloxina se tuvieron presentes aquellos aspectos que Mendoza, 1986,
considerd en su trabajo, al mencionar que todas las exoloxinas bacterianas encontradas han resultado ser
proleinas que son excretadas por los microorganismos que las producen al medio en que se desarrollan y su
concentracién en la mayeria de los casos parece ser parzlela al crecimiento bacteriano ¥ a la cantidad y tipo de
medio utilizado, ya que cada medio contiene cantidades diferentes de proteina que pueda ser aprovechada
para el crecimiento del microorganismo, en éste rabajo el medio utilizado para el crecimienio bacterianc ¥
por lo tanto la cantidad de proteina obtenida fuel el medio PPLC el cual estd constituido en su mayoria por
extracto de came la cual le proporciona al medio una gran cantidad de proteina la que fué aprovechada para el
crecimiento de C. prendotuberculosis.

Los resultados obtenidos en el analisis de las proteinas por electroforesis provenientes del concentrado
de Conmebacterium pseudotuberculosis [ueron en base al reconocimiento de varias bandas cuyos pesos
molecutares fluctuaron entre 29, 31.5, 35, 45, 60 y 90 kD lo cual es semejante 2 bo reportado en trabajos
realizados anteriormente por autores como Muckle, 1992 quien en su investigacion encontrd las mismas
bandas de 29, 31.5 y 45 kD que las oblenidas en el presente trabaje, sin embargo, éste autor utiliz6 una cepa
de referencia para la obiencion del extracto y en éste estudio la cepa provenia de un caso clinico lo cuzl podria
explicar que el autor encontrara bandas adicionales de 22, 43, 64, 68 y 120 kD y en ésle trabajo no, estas
diferencias podrian estar influidas por el medio de cultivo usado puesto que la cepa utilizada por Muckle se
cultivé en infusién cerebro-corazon mientras que en el presente trabajo el medio fue PPLO; sin embargo éste
autor al igual que Brown y Olander, 1987 dicen que |2 proteina de 31.5 kD es el componente mayormente
encontrado en el suero de cabras infectadas y que presenta actividad de PLD.

Existen investigaciones realizadas por zulores como Egen ef af, 1989 quien al purificar 2 exotoxina,
provenienie del cultivo de una cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis aislada de un caballo encontrd
proteinas de 14, 21 y 31.7 kD de las cuaes solo la de 31.7 reacciond con una muestrz de suero de una cabra
infectada; Hodgson ef al, 1990, Songer ef af, 1990, Hsu e af, 1985 y Jolly en el afio 19652 en sus
investigaciones enconiraron una proteina con un peso molecular de 31 kD, podemos notar que existen
diferencias entre lo encontrado por los autores antes mencionados y lo obtenido en el presente trabajo, sin
embargo, lodas las bandas se encuentran alrededor de los 31 kD.

Otra proleina reconocida en ésle trabajo y por autores como Muckle et al, 1992 y Ter Laak ef al, 1992
fuc la de 29 kD provenientes del cultivo de cepas de referencia, ura de ellas obtenida del primer episodio de
LC de cabras en Holanda, mientras que la del presente estudio proventa del rebafio utilizado en la obtencidn
de las muestras, el cual presenta un historial de enfermedad recurrente.
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Autores como Came, 1982 y Wong, 1984 mencionan que |z PLD tiene un peso molecular entre 13.5 y
40 kD por lo que Muckle y Gyles, 1986 sugieren la posibilidad de que Corynebacterium pseudotuberculosis
produzca toxinas adicionales que puedan participar en la patogénesis de la enfermedad, por lo que se acentia
la necesidad de evaluar cada una de las fracciones obtenidas para conocer su valor patogénico.

No s¢ encontraron trabajos que describan proteinas similares a las de 35, 60 y 190 kD reconocidas en
éste estudio, podemos sugerir que quiza después de la centrifugacion y al momento de decantar para separar
el sobrenadante del paguete celular algumas bacterias pudieron ser arrastradas en el liquido y que éstas bandas

encontradas provengan de esas bacterias.

Los resuftados obtenidos en éste estudio relacionados con la utilizacién de la técnica de ELISA
Indirecta usando como antigeno la PLD de C. pseudotuberculosis mostraron un elevado porcentaje de sueros
negativos en ambes grupos, el elevado nimero de negalivos del grupo experimentzl no muesira comrelacion
con las observaciones clinicas ni con la historia del rebafio en donde algunos animales mostraban signos
claros de enfermedad, los resultados de ésta ELISA pueden compararse en lérminos de sensibilidad con lo
reportado por Sutherland ef @), 1987 quien al usar la PLD como antigeno en una ELISA encontrd varios
animales negativos de entre aquellos que presentaban signos evidenles de la enfermedad y que a la necropsia
mostraban kesiones, ésta baja sensibilidad podria sugerir una respuesta sostenida de anticuerpos a pesar de la
eliminacién del microorganismo o 2 una falta de estimulacién para producir anticuerpos detectzables para la
exoloxina, ésto aunado a que la respuesta inmune contra microorganismos intracetulares, como C.
pseudotuberculosis, esti mediada mds que nada por células T del tipo Th | que actian en primer términc
como células auxiliares promoviendo la proliferacién de células B y la secrecién de inmunoglobulinas
aunque Do estimulan la formacién de anticuerpos la cual estd dada principalmente por céfulas T tipo Th 2 las
que estimulan a las células B aumentando la produccién de IgG, sin embargo la respuesta de Th 2 estd
vinculada mayormente a la inmunidad contra helmintos y en menor grado a microorganismos intracelulares
como lo es C. pseudotuberculosis utilizado en el presente estudio. Simmons et 4/, 1988 comenian que los
animales infectados naturalmente desarrollan anticuerpos IgG a PLD sin embargo existen diferencias
significativas en la magnitud de las respuestas por lo que su identificacion en pruebas seroldgicas, en éste
caso ELISA, puede variar. La inmunidad mediada por células jucga un papel importante en la proteccién
contra la infeccion intracelular de €. pseudotuberculosis. La ausencia de una correlacién directa entre los
titulos de anticuerpos al antigeno y el estado de enfermedad indica que cualquier anticuerpo para el antigeno
estd involucrado en la proteccién a través de los mecanismos mis directos, por ejemplo, citoloxicidad
mediada por células dependientes de anlicuerpos, o que el anticuerpo esté mvolucrado en la proteccién o
quizd a la pérdida de efectividad debido a que ésta exoloxina como lo refiere Mendoza, 1986 es poco eslable,
pierde rapidamente toxicidad por calor a 60° C y de forma similar se altera con temperatura ambienle lo cual
pudo haber sucedido en el presente estudio. Ademis algunos autores como Ellis ef af, 1990 cuestionaron el
uso de antigenos crudas en el campo para ELISA y otros como Brown y Olander, 1986 y Maki ef af, 1985
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cuestionan la pureza del antigeno ya que al realizar un anilisis del sobrenadante proveniente del cultivo de C.
pseudotuberculosis encontraren numerosas moléculas solubles sumadas a la exotoxina lo que puede provocar
la induccion de anticuerpos semejanles que reaccionen cruzadamente con C. pseudotuberculosis pot lo que se
enfatiza la necesidad de mejorar la definicién v purificacion de los antigenos de ésta bacleria con el fin de
obfener resultados mds “reales” acerca del estado de salud de los animales, o bien, se puede utilizar una
prueba de Western blool parz confirmacion de seropositividad, lo que en éste trabajo no se realizé.

Autores como Pépin ef af, 1991 sugieren que la exotoxina no interviene de manera decisiva en la fase
cronica de la enfermedad por ko que posiblemente no pueda ser ficilmente identilicable 2si como la capacidad
del organismo para estimular la produccién de anticuerpos detectables para la PLD de aqui podria derivarse el

elevado niimero de sueros negativos observados en éste estudio.

Se han realizado investigaciones utilizando la prueha de ELISA para el diagndstico, con oiros
componentes ademis de la PLD, usada en éste estudio, como bacleria completz, pared celular y excloxina
recombinante, Maki et af, 1985 compararen !z exotoxina cruda y diferentes lisados celulares observando que
la primera fue mas sensible como antigeno de fase sélida que el mejor sonicado celular, en sle caso las
condiciones en las cuales se lievé a cabo el estudio fueron controladas, inoculando borregos con suspensiones
de bacteria viva, lo cual indicaria que los animales se encontraban en proceso agudo de infeccion por lo que
los niveles de toxina eran elevados y su deteccion era mas ficil lo que en éste estudio no sucedié ya que los
animales muestreados fueron infectados naturalmente y posiblemente la estimulacién de los anticuerpos no
fuera suficiente para ser detectados.

En un estudio de ELISA realizado por Kaba ef af, 2001 usando un lisado celular de bacterias enteras
como antigeno de fase sélida proveniente de un absceso de una cabra, se encontrd una sensibilidad de 85% y
una especificidad del 96% o cual no puede compararse con los resultados del presente estudio puesto que éste
trabajo buscaba detectar anticuerpos contra solo un componente antigénico de la bacteria {PLD) per lo que al
prmntem’ﬂ.uiiose1epuededarvalidzzyaquesoloseevalublaexotoxinaynohbacteriaconmlﬁapor}o
que los anticuerpos eran especificos para la exotoxina; en el caso de Ellis et a/, 1990 us6 tanio Iz pared celular
como la toxina probando sueros de borregos adultes con LC adquirida naturalmente encontrando un %6% para
la pared y un 84% para la exotoxinz, en bomregos posilivos del mismo grupo la diferencia entre éstos
resultados con los reportados en e! presente trabajo son significativos, pero en éste estudio se probaron sueros
de cabra por lo que es necesario avaluar la produccidn y comportamienio de los niveles de anticuerpos entre
ambas especies.

También se ha utilizado como antigeno una Fosfolipasa D recombinante con E. coff encontrando unza

sensibilidad del 86.3% y una especificidad de 82.1%, usando cabras infectadas artificiaimente y donde los
niveles de anticuerpos para la PLD eran elevados por lo que no podemos compararlo con éste estudio ya que
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las cabras utilizadas estaban infectadas maturalmente, sin embargo su uso podra ayudar a la deteccion de
pequefios rumiantes potencialmente infectados con propésitos de eradicacion en rebafios de baja prevalencia
y para examinar animales nuevos a introducir en rebafios libres de LC (Menzies et af, 1994), en otro estudio
realizado por kos mismos autores pero en el afto 2004 evaluaron un interferén gamma (IFN-y) bovino y unz
PLD recombinante para diagnosticar cabras infectadas experimentalmente encontrande que la PLD-ELISA
parece ser mas sensible que la [FN-y-ELISA en cabras con infeccion activa, la ventzja de ésta dltima es que es
mis sensible en detectar evidencia de infeccién anterior o latente.

En adicién con ELISA numerosos métodos diagndsticos pueden ser utilizados para detectar
infecciones por C. pseudotuberculpsis en pequepos rumiantes como Aglutinacion en Tubo, Fijacién de
Complemento y Pruebas de Inmunodifusién en Gel (Shigidi, 1979; Burrell, 1980) con resultados variables
siendo ELISA la que al parecer liene mejor aplicacion y resultadoe.



VIII. CONCLUSIONES

e El aislamiento e identificacidn de Corynebacterium psewdotuberculosis puede realizarse de manera
répida y sencilla

e Se obtuvo el anligeno bacteriano (fosfolipasa D) a partir de la cepa aislada de Corynebacterium
pseudotuberculosis.

» La prucha de ELISA Indirecta puede ser utilizada no solo para diagnéstico e investigacion sino
también para estudios seroepidemioldgicos tomando en cuenta el tipo de antigeno que se vaya a
utilizar.

= Los resultados obtenidos en la presente investigacion producto de la utilizacion de la toxina cruda
mostraron un elevado porcentaje de negativos, lo cual acentla la necesidad de purificar, identificar y
evaluar los componentes de la toxina par2 conocer su valor patogénico asi comeo determinar la
sensibilidad y especificidad de diferentes antigenos en pruebas de diagnéstico en México lo que
ayude al control y erradicacion de la enfermedad. Ademis de tomar en cuenta diversos factores que
puedan influir en los resultados como son las condiciones dentro de la explotacion y el estado de los
animales.

¢ Se requieren de mis estudios para que est2 prucba pueda ser estandarizada y as! determinar su

factibilidad, asi como las condiciones de su uso en nuestro pais como uma prueba diagnédstica

rutinaria en pequefios rumiantes.
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LX. APENDICE

Apéndice I. Preparacion de reaclivos de ELISA.

Amortiguador carbonato-bicarbonato, pH 9.6, 0.1 M.
a) Agregar 0.91 gramos de carbonato de sédio (Na;COy) a 50 mililitros de agua destilada.
b) Agregar 2.265 gramos de bicarbonato de sodio (NaHCOs) 2 50 mililitros de agua destilada.
c) Verter la solucion NaCO,a la solucion NaHCO;

Solucién de lavado.
2) Disolver 1.29 gramos de fosfate de polasio monobasico (KH,PO,), 3.99 gramos de fosfato de sodio
dibdsico (Na,HPQ,}, 2.125 gramos de cloruro de sodio {NaC!} y 0.1 % de Tween 20 a 500 mililitros
de agua destilada y desmineralizada.

Buffer de bloqueo.
A la solucién de lavado se le agrega 3 % de leche “Svelty™.

Solucién de paro.
Agregar 3.3 mililitros de dcido sulfirico (H,S0,) concentrado en agua destilada hasta complelar 20 mililitros.
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Apéndice I
RESULTADOS EN TERMINGS DE UNIDADES DE ACTIVIDAD DE ANTICUERPCS
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