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11 EMPLEO DE LA CONTRAINMUNOELECTROFORESIS PARA DIFE
RENCIAR ENTRE ANIMALES INFECTADOS Y VACUNADOS, QUE
SON REACTORES POSITIVOS A BRUCELOSIS POR LAS PRUE-
BAS DE RUTINA" 

RENATO MOTA ALVARADO 

ASESORES: 

MVZ. GERARDO ELIAS DILLMAN 

M\TZ. RAYMUNDO ITURBE RAMIREZ º 

Debido a los problemas que presenta para el diag--

nóstico de la Brucelosis bovina la vacunaci6n o revacunación 

de animales adultos, se probó la utilidad de la t~cnica de -

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS empleando antígenos solubles como 

prueba complementaria para diferenciar anticuerpos vacunales 

de los inducidos por una infección de campo. 

Se estudiaron 765 muestras s~ricas de bovinos pro-

cadentes del Programn de Rehabilitación de Ganado Criollo y= 

15 sueros más del Progrnma do Descentralizaci6n de Establos-

Lecherog (PRODEL)u estos 'ÚltimoB obtenidos de animales en --

lo~ que ne ais16 Brucolln ~Pli.J· 

A cotos sueros se los realizaron cuatro pruebas SQ 
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con los obtenidos por medio de la CONTRAINMUNOELECTROFORESIS, 

en la cual se utilizaron antfgenos solubles de Bº abortus 

(ASBA) y ant!geno soluble de B. melitensis (ASBM). 

De los 765 sueros estudiados del Programa de Reha

bilitación solo 12 sueros (1.56%) dieron lectura positiva en 

una o más pruebas de rutina. De los 15 sueros de PRODEL to-

dos {100%) resultaron ser positivos a una o más pruebas de -

rutinaº Todos los sueros reactores positivos a las pruebas -

antes mencionadas que tuvieron t~tulos superiores a 100 UI -

en la prueba de 2 mercapto-etanol (animales reactores positi 

vos a Brucelosis), dieron lectura positiva en CONTRAINMUNO-

ELECTROFORESIS mostrando dos lineas de prec;pitaci6n y algu

nos con tf tulos inferiores a 100 UI en la prueba de 2 mercaE 

to-etanol (animales vacunados), presentaron s6lo una línea -

de precipitación muy tenueº 

En este trabajo los animales detectados como bruce 

lesos en las pruebas de rutina, fueron confirmados como ta-

les utilizando ant!genos solubles en la técnica de CONTiu~IN

!·fü!JOELECTROFORESIS; los :resulta.dos obtenidos en la minma tis 

~w~1 1 f'I m?nti:ij<l do s~J:. l.up1.dos y confiables. Siendo factiblc

quo ~ata t6cnica se perfoccione y puoda reemplazar a lus --~ 



I N T R o D u e e I o N 

La Brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa

que tiende a la cronicidad; en los bovinos es causada en la

rnayorfa de los casos por Brucella abortus (4,5,18,19,27,41,~ 

42), afectando principalmente los órganos reproductores, oc~ 

sionando disminución de la fertilidad, aumento en el ntlmero

de días abíertos y por lo tanto baja de la producci6n lác--

tea (4u5,18)º 

úesde el punto de vista médico vete+inario, el si~ 

no de aborto en el bovino es el m~s frecuentemente observado 

(4,15,41)º Los animales que han abortado difícilmente lo ha 

rán una segunda o tercera vez, pero el problema más grave ra 

dica en que estos animales se convierten en portadores del -

germen, siendo un foco de infección permanente para hatos -

susceptibles (4,15,18). 

Los problemas ocasionados por esta enfermedad moti 

varon que en M~xico se creara en el año de 1971 la Campaña 

Nacional Contra la Brucelosis, la cual establece las bases -

t~cnicas y prácticas para la prevención, control y erradi~a

c16n de esta enfermedad (15,16,17,18>, empleand@ para oll© ~ 
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~l diagnóstico por pruebas serológicas y la vacunación de -

los animales j6venes que se someten al programa (15,16,17,18) 

La vacunaci6n se realiza en terneras sanas entre -

los 3 y 8 meses de edad por vía subcutánea en la regi6n - -

preescapular. La vacunaci6n precoz tiene la ventaja de elimi 

nar los inconvenientes debidos a la presencia de títulos re

siduales 0 como sucede en la vacunación a edad más avanzada,

ya que las inmunoglobulinas producidas al vacunar animales ~ 

adultos interfieren en la interpretaci6n de los resultados -

de las distintas pruebas serológicas, cuando hay necesidad -

de realizarlas (18)& Por lo cual, no se recomienda la vacuna 

ción en animales ~ayores de 8 meses ni la vacunaci6n o reva-

cunaci6n en animales adultos (18). 

La vacunaci6n induce en los animales que nunca han 

tenido contacto con el germen una respuesta primaria, en la

cual se producen primeramente inmw1oglobulinas del tipo M y

posteriormente del tipo G, declinando los títulos de las mi~ 

mas en un término de 30 a 45 dias (4,18,19,36,41,42). Si a es-

tos animales siendo adultos se les somete a las pruebas que

indica la CNCB, serán reactores negativos o a lo sumo sospe-

chosos, pero una segunda prueba los confirmar~ como negati-

vos (16,17,18). 



Una segunda exposici6n al mismo antígeno (revacu

naci6n) se caracteriza en los animales por mantener títulos 

altos residuales de inmunoglobulinas G, que es el tipo de -

inmunoglobulina predominante en casos de revacunación o in

fecci6n cr6nica (4,18,19,36,41,42). 

Como no se lleva un control de vacunaci6n en los

animales adultos vacunados y/o revacunados, al practicarles 

pruebas serol6gicas ser!n reactores positivos, siendo impo

sible saber a trav~s de estas pruebas si los anticuerpos de 

tectados fueron producidos por una infección crónica o por

una revacunación {15,16,17,18). 

Por los problemas que ha ocasionado la Brucelosis 

en algunas cuencas lecheras del pa!s (Quer~taro, Veracruz,

Guerrero, Edo ~· de México, Chalco y Tizayuca) , los m~dicos -

veterinarios han recurrido a la revacunación mdltiple de -

animales adultos: ocasionando con esta medida serias difi=~ 

cultades en la interpretaci6n de las distintas pruebas de -

diagnóstico en estos hatosº 

Lo9 labora.torio::; de diagn6stico utilizan las si-

guientao pruebas sorol6gicas para el diagnóstico de esta -

zoonoais fl,15,17,lB~. 
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l. Aglutinación en placa, prueba r~pida y confia

ble para detectar procesos evolutivos, pero una respuesta -

negativa no es indicio de ausencia de infecci6n (1,4,5,12,-

18). 

2. Aglutinación lenta en tubo, es más sensible 

que la anterior. Es la técnica utilizada como referencia en 

tre estas pruebas serológicasº En lugares en donde la enfeE 

medad es end~mica esta prueba detecta titulas bajos de agl~ 

tinaci6n en muchos animales CluS,12,18)º 

3.- Aglutinaci6n en tarjeta, es práctica y especf 

fica, se recomienda aplicarla en hatos grandes, detecta so

lo reactores posi~ivos, pero se pueden presentar reacciones 

inespecificas y obtener falsos positivos en animales sanos

(l, 5, 12, 18, 25, 31, 33u36). 

4.- Prueba de 2 mercapto-etanol (2 ~lE) en la que

se inactivun las inmunoglobulinas M y solo se observará la

aglutinación causada por las inmunoglobulinas G (1,5,11,12, 

1 t3) " 
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a) Las pruebas serol6gicas de aglutinaci6n no de

tectan animales que est~n en período de incubaci6n de la en 

fermedad (10,18). 

b) Animales cr6nicamente infectados muestran res

puesta inmune humoral frecuentemente irregular, fluctuando

los titules constantemente en un periodo determinado (10,--

18). 

e) Es dif!cil distinguir titulas de anticuerpos -

causados por una infecci6n, de los producidos por la vacun~ 

ci6n. En lugares considerados end~micos como M~xico (42), -

muchos animales presentan una d~bil respuesta (10,18). 

Para ayudar en el diagnóstico de la Brucelosis, -

se han diseñado pruebas complementariasu entre ellas est~ ~ 

la Inmunodifusi6n en gel de agar (6), que tiene como funda

mento el fen6meno de la precipitaci6n (7,20,21 6 25,29,42). -

Existen tres m€todos (1,6,20:25,29,42): 

l) Procipit~ci6n cimplc: ~a utiliZci u~8u~ 190~, -

an osta t~cnica sa incorpora el antisuero en el agar y el -

antígeno se coloca on pocitos perfo~ados en nl gel, el anti 

qrnno dll.funde radialmente o.lICGieJ.o¿jl©r dol rH."t11.J ac aplicül.~t6n~ 

<'t'filnntiei un .::millo dG pzo~:J.pita~i6n cm <Guou (10 procont'c.1rwc-= 
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reaccion ant!geno-anticuerpo (20;2lv25u29,42)º Esta técnica 

es sencilla, se pueden trabajar varias muestras, pero re--

quiere de 24-40 horas de incubaci6n para obtener los resul

tados (20,21,25,29,42). 

II) Precipitaci6n doble: en este procedimiento el 

antígeno y el antisuero difunden migrando el uno hacia el -

otro en un gel, formando una linea de precipitaci6n en el -

lugar en donde los dos se crucen en su trayecto (20,21,25,-

29 ,42). La ventaja de esta t~cnica es que se pueden compa-~ 

rar varios ant!genos o antisueros alrededor de un pozo, ya

sea de ant!geno o antisuero (20,21,25,29,42). Su desventaja 

es el tiempo empleado para obtener las l!neas de precipita

ci6n que es de 24-48 horas (21,25,29,42}. 

III) Inmunoelectroforesis: en esta técnica se ha

cen migrar las proteinas del suero por medio de un campo 

eléctrico aplicado sobre un gel de agar, permitiendo una me 

jor resolución de los componentes antígenos, obteniendo re

sultados r~pidos y confiables (20,21 8 23,25,29,42). 

Una de las t6cnicaa anal1ticas más recientes apli 

cadas en el diagn6ntieo serol6gico es la CONTRA!NtIDNOELEC-

TROPOPJ-!~ ! S (CIE~, que comhirm la separaci6n provilA de antí

(J<'Illlnio o Dntü:meroo Eochont.e ln elo©tif.'©f<'Jresis y ol fon6meno 
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de la electroend6smosis obteniéndose una magnifica resolu-

ci6n de los complejos ant!geno-anticuerpo, siendo una de -

sus principales ventajas la rapidez en la obtenci6n de los

resultados entre 2 y 3 horas (20,21,23,25,29,42) º 

La CONTRAINMUNOELECTROFORESIS tiene como princi-

pio el que un ant!geno y un antisuero migren el uno hacia -

el otro en un campo el~ctrico sobre un gel de agar acelera~ 

do asf la reacci6n de precipitaci6n (20,21,23,25,29,42). 

Las variaciones que existen de esta t~cnica dependen del ti 

po de ant!geno con el que se trabaje, estas variaciones pu~ 

den ser: el gel utilizado como medio de sost~n, el voltaje

aplicado a la prueba, el tiempo de precorrido como del co-

rrido total, el tamaño y distancia entre los pozos, pH y s~ 

luci6n amortiguadora utilizada (11,12,22,26,28,34,37,38,39). 

Para efectuar las pruebas de Inmunodifusi6n y CON 

TRAINMUNOELECTROFORESIS se requiere del empleo de antígenos 

solubles de B. abortus (ASBA) y ant!genos solubles de B. ~ 

litensis (ASBM}, amboo antigenos son lipopolisac~ridos ~so~ 

ciados a prote1nas en mayor o menor grado (3,5,14ul8}º 

Se han descrito varios:; fH"ocedimiontcn~ pwra obt0~~ 

nm: loe nnt!gcmo.s so1u!o!o::;, cstoo métoclos (x• J1fcnt"C?líH~hm en 
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tre sf por la cantidad y pureza de los antígenos que propoE 

c±onan (2,3r6). 

La concepción actual de la estructura antig~nica

fundamental de B. abortus y B. melitensis en fase lisa (S} 

normal,· admite la existencia de dos determinantes antig~ni

cos esenciales A y M, presentes en el mismo complejo lipopS?_ 

lisac~rido prot~ico (antígeno "O"}, pero en proporci6n va-

riable seg11n la especie de Brucela de que se trate (3,14,--

18). Esto te6ricamente permite no solo la diferenciaci6n -

antíg~nica de B. abortus y de~· melitensis (3,14,18), sino 

tambi~n el reconocimiento de anticuerpos vacunales y anti-

cuerpos infecciosos (3,14,18). 
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O B J E T I V O S 

I. Comparar la CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIE) -

con las pruebas de rutina, como t~cnica para el diagn6stico 

de la Brucelosis bovina. 

II. Estudiar la utilidad y confiabilidad de los -

antfgenos solubles de ~· abortus (ASBA) y de ~· melitensis 

(ASBM), obtenidos por dos diferentes procedimientos (3,6). 

IIIº- Tratar de diferenciar anticuerpos de anima

les vacunados de los anticuerpos de animales infectados que 

previamente fueron reactores positivos a las pruebas sero12 

gicas de rutina, empleando la CONTRAINMUNOELECTROFORESIS -

con ant!genos solubles de B. abortus y ~· melitensis; estos 

antígenos son fracciones de Brucela, a diferencia de las -

pruebas de aglutinaci6n que utilizan Brucelas completas co

mo ant!geno (3,6,15,16,17). 
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MATERIAL Y METODOS 

Se estudiaron 765 sueros bovinos, a los cuales se 

les efectu6 las 4 pruebas de aglutinaci6n que marca la CNCB 

(placa, tubo, tarjeta y 2 mercapto-etanol (2 ME). 

Los sueros que fueron reactores positivos en cual 

quiera de las pruebas antes citadas se trabajaron en la --

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS, para que a trav~s de los ant!ge 

nos solubles fueran detectadas precipitinas, las cuales son 

caracter!sticas de una infecci6n cr~nica. 

MA,TERIAL BIOLOGICO. 

Se obtuvieron 765 muestras de sueros bovinos per

tenecientes al programa de Rehabilitaci6n de Ganado Crio--

llo, de la Subsec.t:etal:1'a de Ganaderta, de los que se desconoce 

su historia c11nica, los cuales est~ localizados en: 

a) Cd. Alem~n y Las Choapas, Veracruz~ 

b) Sta. Luc!a, Chiapas. 

e> Cd. Altamirano, Guerrero. 

dJ Lagos de Moreno, Jalisco. 
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SUEROS TESTIGOS 

1-A) Positivo a Bruce lo sis de origen caprino. 

2-B) Positivo a Brucelosis de origen bovinoº 

3-C) Suero de becerra vacunada. 

4-D) Negativo a Brucelosis de origen fetal bovino. 

5-E) Negativo a Brucelosis de origen fetal equinoº 

Sueros que fueron proporcionados por el Departa-

mento de Virolog!a e Inmunolog!a de la FMVZ. de la UNAMº 

ANTIGENOS PARA LAS PRUEBAS DE AGLUTINACION 

Los ant!genos para las pruebas de aglutinación en 

placa y tarjeta fueron proporcionados por la Productora Na

cional de Biol6gicos Veterinarios (PRONABIVE) • 

Los antígenos para las pruebas de aglutinación -

lenta en tubo y 2 ME, fueron elaborados con ~· abortus cepa 

119 que fue proporcionada por el Departamento de Virología

e Inrnunolog!a de la FMVZ. de la UNAM. 

Las pruebas ue aglulinaci6u anLeriormento moncio= 

nadas se realizaron siguiendo los lineamientos de la Campa

ña Nacional Contra la Brucolosis (CNCB} y el Centro Paname

ricmw de Zoonosis (CEI?ANZOO) para su ejecución, lacturu e 

intcrprotaci6n (7,B,17). 
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z~"NTIGENOS SOLUBLES ASBA Y ASB.M 

Se utilizaron cepas de Bº abortus lisa y B. meli

sis rugosa para obtener los ant!genos solubles, las cuales -

fueron proporcionadas por el Departamento de Virología e In

munolog!a de la FMVZ. de la UNA.~. 

Estas brucelas se trabajaron en botellas de Roux -

con agar infusi6n papa segdn la técnica descrita por el Cen

tro Panamericano de Zoonosis (CEPANZOO) (6,7). Los cultivos

asf obtenidos se trabajaron por dos t~cnicas diferentes: 

Técnica A: Descrita por CEPANZOO (6), combina la -

centrifugaci6n con el calentamiento (80°C/2 horas) y poste-

riormente la dialisisº 

T~cnica B: De acuerdo a los procedimientos de Ber

man (3), donde el paquete celular se introduce al autoclave

(1200C/5 minutos) para hacer estallar a las brucelas y poste 

riormente se centrifuga la suspensi6n. 

Loa ant!genos a~t obtenidos se trabajaron en tres-

formas: 

a) Sin modificaci6n algunn, tal como se obtuvieron. 
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b) Concentrados utilizando polipropilenglicol. 

e) Diluidos, con el objeto de encontrar la concen

traci6n 6ptima para la reacci6n de precipita--

cí6n en la CONTRAINMUNOELECTROFORESIS. 

CONTRA!NMUNOELECTROFORESIS 

Esta se realizd siguiendo la técnica de Myers (27} 

con las siguientes modificaciones: 

a) En lugar de usar soluci6n Veronal con pH 8.2 ca 

mo amortiguador, se utiliz6 tris-barbital con pH 8.6. 

b) Se precorri6 primero el antígeno por 15 minutos 

y se suspendió el paso de la corriente9 Se depositó el suero 

problema y se corrieron ambos por dos horas más. 

Se hizo la lectura de la CIE con ayuda de un nega

toscopio. Un suero positivo se manifest6 por la aparici6n de 

una línea de precipitación entre el pozo del antígeno y el

pozo del suero, as! como un suero negativo por la ausencia -

de ~rccipitaci6n (ll,12,22,26,28,34,37,38,49). 

Al concluir el trabajo so comvararon y cotejaron -

lo:;; t.'GSultudoo obtenidon en las rJ10t.2ontfü:i F"UGbc1s, 
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R E S U L T A D O S 

De los 765 sueros estudiados en las pruebas de --

aglutinaci6n, se obtuvieron solo 12 reactores positivos a to 

das las pruebas, es decir el 1.56%. 

Debido al escaso nfunero de sueros positivos se adi 

cionaron 15 sueros de animales provenientes del programa 

PRODEL, de los que se logr6 el aislamiento de Brucella spp.

De estos sueros el 100% de ellos fueron reactores positivos

ª todas las pruebas de aglutinaci6nº 

Los resultados de las pruebas de aglutinaci6n se

expresan en Unidades Internacionales de acuerdo al Patrón In 

ternacional del suero Anti Bº abortus (PISAB} {18)6 

El comit~ de expertos en Brucelosis FAO/OMS, reco

mienda que no se conceda valor diagn6stico a los títulos in 

foriorco u 100 UI/ml para loa animales no vacunados o en es

twG~ de vacunaci6n desconocido y 200 UI/ml para los animales 

Vúcunado~ (18). 

So utiliz6 ln pruoba de 2ME para distinguir los ti 



17 

pos de inmunoglobulinas, esto ayuda a reducir el número de

reactores positivos cuando se lleva un programa de vacuna-

cí6n, ya que el 2 mercapto-etanol inactiva a las inmunoglo

bulinas del típo M y solo se observa la aglutinaci6n causa

da por las inmunoglobulinas G (1,5,11,12,18). De esta forma 

un suero vacuna! tendrS un tf tulo en 2ME aproximadamente de 

25 a 50 UI, guardando una relaci6n con su titulo en lenta -

en tuboº Un suero infectado su titulo en 2ME se mantendrá -

en 200 UI en relaci6n con su t!tulo en lenta en tubo (26,-

27). 

Los resultados obtenidos en este trabajo se ~---

anexan en los cuadros No. 1, 2 y 3. 

En el cuadro Noº l correspondiente a los sueros -

del P~ograma de Rehabilitación, se aprecia que 5 de ellos = 

son de animales vacunados como lo manifiesta la lectura en-

2~1E p los cuales tambi~n fueron detectados con el antígeno -

soluble de B. abortus mostrando solo una linea de precipi~ 

tacidn. 

Sei~ ~u~~os co~~emponüi~~on n animales infectados, 

los eunlec con ol wntfgeno Golublo do Bq melitcnsis dieron

clos 1.ínc;u.s de preci)'..Jitaci6n. De (fü=:;tnsu J snoX'oD con tftal(J~ 

~ GOO VI en lenta on tubo y 200 U'I 0líll 2 OE u JE\,1'.~Ur:aYf!n GDU :,_,~1__ 
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gunda 11nea de precípitaci6n más evidente en relaci6n a los 

otros sueros con t!tulos de 800 y 400 UI en lenta en tubo. 

En el cuadro No. 2 correspondiente a animales de

PRODEL de los que se aisl6 Brucel~a spp, todos fueron reac

tores positivos a una o má:s pruebas, sus t!tulos en tubo -

van desde 400 hasta 1600 ur y en 2M.E de 200 UI. El ant!geno 

soluble de B. melitensis los detect6 con dos !!neas de pre

cipítaci6n, la segunda más evidente a medida que aumentaba~ 

su t!tuloº Estos anímales con la CONTRAINMUNOELECTROFORESIS 

se confirmaron con Brucelosisº 

El cuadro No. 3 corresponde a los sueros testigosu 

donde los positivos por infeccí6n natural solo reaccionaron

con el ant!geno soluble de B. rnelitensis y el vacuna! con -

el ant!geno soluble de ~º abortusº 

1 



e u A D R o No. l 

RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS SEROLOGICAS Y EN LA CIE . 
Animales pe~tenecientee al Programa de Rehabilitaci6n de Ganado Criollo 

+DENTIFICACION TARJETA FT~OA TUBO 2 JIE OONTRAINMUNOELEOTROPORESIS 
DEL ANIMAL .. ANTIGENOS SOLUBLES 

l!· abortue l. B • melitensis ro . -
111 21-A 50 100 25 

I 

+ + -55 ... A + 200 1600 200 - + 
~ 97coA + 100 200 50 + -399-A + 200 800 200 - + 

12-C - 25 25 25 ... -'* 20-D + 100 100 25 + -
tt 26-D + 50 200 50 + -

93 ... n + 200 1600 200 - + 
93-9-D + 200 800 200 - '4--
95-0-D + 200 400 200 . ... + 
96=0-D <} 200 400 50 - "" 

1$' 103-0-D + 200 1600 200 + -141-0-D + 200 1600 200 - + 
443-D ' 25 25 25 - - -445-D - 25 25 25 - -20-0-E - ¡ - 25 25 - -
•Sueros de anic~loc dete~tadoe como vacunados que con el antígeno soluble de 
]• abortus, moetraron un~ aola línea de preoipitaoi6n poco n!tida. 



G U-A D R O No. 2 
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RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS SEROLOGICAS Y EN LA. CIE ! _J 
Animales pertenecientes a PRODEL de los que se logr6 aislar Brucella spp. .. 

I DENTIFI OACI ON TARJETA PLAGA TUBO 2 ME OONTRAINMUNOELECTROFORESIS 
DEL ANIMAL • • ANTIGENOS SOLUBLES 

·1 B .. abortus l. !• melitensie ~e - 1 
~ 

1 31 + 50 400 200 .. + 
34 + 100 400 200 ... + 
60 + 200 1600 200 + + 
62 + 200 800 200 - + 
63 + 200 400 200 - ~ 

65 + 200 800 200 - + 1 
66 + 200 1600 200 + + 
80 + 200 400 200 - + 
110 + 50 400 200 - + 
121 + 200 800 200 - + 
128 + 200 800 

1 
200 + + 1 

244 + 200 400 200 + 1 -
1 

267 + 200 1600 200 + + 
313 + 200 400 200 - + 
967 + 200 ~t)t) 200 - + 

Sueros que con el antígeno soluble de ]• 'mell. tem'iis, mostraron dos 
líneas de precipitaci6n. 

o .. 
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C U D R O N o. l .. • 
RESU!mADOS OBT.EMIDOS EN LAS PRUEBAS SEROLOGIOAS Y EN LA OIB 

~ 

Suero9 teetigos.pr~poroionadoa po~ el Departamento de Virolog!a e Inmu-· 
nol@gía do la ~MVZ ele la UNAM. 

IDENTIFICAOIQ!J :i:ARJBTA /PLACA TUBO 2 ME CONTRAIUMUNOELEOTROFORESIS 
DEL ANitutJ, AllTIGENOS SOLUBLES 

B ... abortu2 l .. !· meli tensis r.., - .,._,, 

l-A + 200 1600 200 - + 
2-B + 200 1600 200 - + 
3-0 + 100 • 200 50 + -4--D • - - - - - -5~Il: .. - - - .. -.. 
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D I S C U S I O N 

La posibilidad de identificar ganado vacunado con

B. abortus cepa 19, 45/20 y H38, utilizando el mátodo de In

munodifusi~n (13,14,32,33) plantea que el suero de ganado v~ 

cunado y libre de infecci6n contenga precipitinas para ant!

genos específicos de superficie rugosa de Brucela, pero no ~ 

para ant1genos especificas de superficie lisa (13) • 

En este trabajo 5 de los 12 sueros pertenecientes

al programa de Rehabílitaci6n, fueron reactores positivos a

tadas las pruebas de aglutinaci6n, presentaron una lfnea de

precipitaci6n difusa y poco perceptible con el antígeno sol~ 

ble de B. abortus. Dichos sueros pertenecen a animales vacu

nados como lo demuestra su titulo en la prueba de 2 mercapto 

etanol., 

De igual forma D!az (14) observ6 que utilizando a~ 

tfgeno soluble de Bº abortus para detectar ganado vacunado,

::::;c pz-¿nlu~1a una linea de precipi taciónv pero que era posible 

la apurici6n de dos lineas de precipitación para animales in 

fQctndon naturalmente .. 
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Utilizando el ant!geno soluble de !· melitensis -

con los sueros reactores positivos a todas las pruebas (6 -

sueros del programa de Rehabilitación y 15 de PRODEL), se -

observ6 la aparici6n de una doble l!nea de precipitaci6n, -

la mas cercana al pozo del suero fue gruesa y nítida y la -

segunda m~s nítida aúnº Los sueros que mostraron esta do-

ble l!nea de precipitací6n, pertenecen a animales infecta

dos como lo demuestran sus títulos en tubo y 2 ME. 

Resultados similares fueron obtenidos por D!az -

(14) usando ant!geno soluble de ~· melitensis (S-LPS) para

detectar animales infectados naturalmente, los que se mani

festaron con una doble linea de precipitaci6n en la prueba

de Inmunodifusi6nº Siendo el LPS más importante antig~nica

mente en comparación con el Polisacárido (14}. 

La presencia de dos lineas de precipitaci6n que -

se observaron con los sueros de animales infectados obedece 

a que se han puesto de l"lanifiesto antígenos ocultos (3ul4)

que están representados por la segunda línea que es mas ob

via a medida que aumenta el tftulo del suero, resultados 

que coinciden con lo exprasudo por Berman (3). 

Como se ~precia Gn los resultados de este traba=-

l 
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jor el antfgeno soluble de B. abortus no dió los resultados 

esperados, ya que las lineas de precipitación no fueron -

perceptibles en la mayoría de los casos y el resultado en -

la CONTRAINMUNOELECTROFOR.ESIS se di6 como negativoº 

Reportes preliminares indican que el Lipopolisacá 

rido (LPS) de B. melitensis migra mucho mejor que el LPS de 

B. abortus (13). 

Experimentos recientes indic~n que para una me-

jor migraci6n, es conveniente someter a los antígenos solu

bles a una extracción s6níca corta, con lo cual las proteí

nas pueden ser casi completamente separadas del complejo -

Lipopolis~cárido-prot~ico (40,43j º 

La importancia de los Polisacáridos como se obseE 

va, es evidente; los estudios estructurales han ~ostrado -~ 

que dichos polisacáridos contienen restos de monosac~ridos

tales como la glucosa, glucosarnina, 3-desoxioctulos6nico -

(KDO) , ramosa y manosa, los cuales son espec!ficos del antf 

gono ºOº cuya naturaleza varf~ segOn el sarotipo de Brucela 
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Los Lipopolisacáridos de los diversos serotipos -

difieren en su naturaleza por los restos de azacares en las 

unidades de repetición terminal, y en los enlaces que exis

ten entre ellos (40). As! mismo las cepas rugosas tienen p~ 

lisacáridos con estos restos terminales (40) , que se pon--

drán de manifiesto con una lfnea m~s de precipitaci~nº 

Los resultados muestran que los antígenos obteni

dos co:;.. la técnica v1A 11 u dieron lfneas de precipitaci6n casi 

in;erceptible y en forma rectaº La línea en forma recta in

dica que el ant!geno tiene un peso molecular y un coeficien 

te de difusión próximo al de las inmunogloDulinas como lo -

cita Lesli (25) . 

Los antfgenos solubles de Bº abortus y de Bº meli 

te:-!sis obtenidos por la ti§cnica 1~B 11 , en su concentración -

original precipitaron formando líneas mucho más nítidas y -

cu~vad~s hacia el pozo del sueroº La curvatura de esta lf-

nen indica que el antígeno tiene un peso molecular m~n alto 

y u:: coericiente de difusi6n mt;is bajo que el de las inmuno-

El antígeno uoluble de~~ abortus an forma d2Ru1-

~centrado no mostró lfncr:is dP pr0e't¡. ~ tdcn.{in. r~i HH: 'll 
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geno soluble de B. melitensis al diluirlo o concentrarlo -

disminufa su capacidad de migrar y las líneas no eran muy -

claras. 

Asf mismo se encontr6 en este trabajo que el ant! 

geno soluble de B. melitensxs obtenido por la t~cnica "B" y 

utilizado en su concentraci~n original, di6 lecturas positi 

vas en CONTRAINMUNOELECTROFORESIS con los sueros reactores 

positivos en la prueba de 2 mercapto-etanol (200 UI o supe

rior}, considerados positivos a Brucelosis, ya que provie-

nen de animales infectados naturalmente (26,27)º 
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e o N e L u s I o N E s 

I. Los resultados obtenidos con la CONTRAINMUNOE-

LECTROFORESIS tienen la ventaja de ser r4pidos y confiables, 

en cornparaci6n con otras pruebas diagn6sticas. Tornando en -

cuenta que esta prueba está en desarrollo. 

2. Existe una relación entre los títulos obtenidos 

de sueros estudiados en la prueba de 2 mercapto-etar.ol y la-

presencia de lecturas positivas de los mismos en CONTRAINMU

NOELECTROFORESIS. Pudiendo reemplazar esta prueba a las de -

rutina, ya que es menos laboriosae más rápida y confiableº 

3º En este trabajo la prueba de CONTRAINMUNOELEC--

TROFORESIS demostró ser valiosa como amdliar en el diagn6s-

tico de la Brucelosis bovinaº Confirmando como brucelosos -

los sueros de animales reactores positivos en la prueba de -

2 mercapto-etanol y descartando a los animales vacunados. 

4. Se recomienda la estandarizaci6n de las t~cni--

cas para la preparaci6n da ant!genos solubles de B. abortus .. 
y ~· molitensis, con lo cual se obtendrán resultados unifor 

mes on los lugares &n donde se pretenda realizar esta t6c-
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