Universidad Nacional Autonoma de México

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA ~
Y ZOOTECNIA

EMPLEO DE LA CONTRAINMUNOELECTROFORESIS PARA
DIFERENCIAR ENTRE ANIMALES' INFECTADOS Y
VACUNADOS, QUE SON REACTORES POSITIVOS
A BRUCELOSIS POR LAS PRUEBAS DE RUTINA

TESIS PROFESIONAL

Que para obtener el titulo de

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

P r e s e n t a
RENATO MOTA ALVARADO

ASESORES: M.V.Z. GERARDO ELIAS DILLMAM
M.V.Z. RAYMUNDO ITURBE RAMIREZ

México, D.F. 1983



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



INDICE

P&gina.
I. RESUMEN 1
II. INTRODUCCION 3
IIT. OBJETIVOS 11
IV. MATERIAL Y METODOS 12
V. RESULTADOS 16
VI. DISCUSION 22
VII. CONCLUSIONES 27

VIII. DBIBLIOGRAFIA 28



"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

MVZ. RAYMUNDO ITURBE RAMIREZ.

Debido a los problemas que presenta para el diag--
nbstico de la Brucelosis bovina la vacunacibn o revacunacidn
de animales adultos, se prob8 la utilidad de la té&cnica de -
CONTRAINMUNOELECTROFORESIS empleando antfgenos solubles como
prueba complementaria para diferenciar anticuerpos vacunales

de los inducidos por una infeccifn de campo.

Se estudiaron 765 muestras sé&ricas de bovinos pro-
cedentes del Programa de Rehabilitacibn de Ganado Crieclle y-
15 suercs mis del Programa de Descentralizacién de Establos-
Lecheros (PRODEL), estos Gltimos obtenidos de animales en —-

los que ce aisléd Brucella opp.

A cotos sucros se les realizaron cuatro pruebas se
rolbaicac Jde aglutinacibn: placa, tubo, tarieta y 2 mereaptu

ntaunt. Conparando 1og resultados obten:dss en ¢stas pruebas



con los obtenidos por medio de la CONTRAINMUNOELECTROFORESIS,
en la cual se utilizaron antfgenos solubles de B. abortus =--

(ASBA) y antfgeno soluble de B. melitensis (ASBM).

De los 765 sueros estudiados del Programa de Reha-
bilitacidn solo 12 sueros (1.56%) dieron lectura positiva en
una o més pruebas de rutina. De los 15 sueros de PRODEL to~-
dos (100%) resultaron ser positivos a una o m&s pruebas de -
rutina. Todos los sueros reactores positivos a las pruebas -
antes mencionadas que tuvieron titulos 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 precipitaci6n y algu-
nos con titulos inferiores a 100 UI en la prueba de 2 mercap
to-etanol (animales wvacunados), presentaron s6lo una linea -~

de precipitacidn muy tenue.

En este trabajo los animales detectados como bruce
loso3s en las pruebas de rutina, fueron confirmados como ta--
les utilizando antfgenos sclubles en la técnica de CONTRAIN-
MUNOELECTROFORESIS; los resultados obtenidos en la misma tie
aen 1A wentaja de sew rdpldos y confiables, Siende factible-
gue esta téenica se perfeccione y pueda raeemplazar a lag =--

prucbhas de rutina,

- ey o v pa e
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INTRODUCCTION

La Brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa-

gue tiende a la cronicidad; en los bovinos es causada en la-

mayoria de los casos por Brucella abortus (4,5,18,19,27,41,-
423 , éfectando principalmente los Srgancs reproductores, oca
sionando disminucién de la fertilidad, aumento en el ntmero-
de dias abiertos y por lo tanto baja de la produccibén léc---

tea {(4,5,18).

Lesde el puntc de vista m&dico veterinario, el sig
no de aborto en el bovino es el mis frecuentemente observado
(4,15,41). Los animales que han abortado diffcilmente lo ha
rén una segunda o tercera vez, pero el problema mis grave ra
dica en que estos animales se convierten en portadores del -
germen, siendo un foco de infeccibn permanente para hatos --

susceptibles (4,15,18).

Los problemas ocasionados por esta enfermedad moti
varon que en M&xico se creara en el afio de 1971 la Campania -
Nacional Contra la Brucelosis, la cual establece las bases -
tfcnicas y practicas para la prevencisn, contrel y erradica-

¢idn de esta enfermedad (15,16,17,18), empleando para ello -



2l diagndstico por pruebas seroldgicas y la vacunacibn de --

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

La vacunacidn se realiza en terneras sanas entre -
los 3 vy 8 meses de edad por via subcutdnea en la regibn - --
preescapular. La vacunacifén precoz tiene la ventaja de elimi
nar los inconvenientes debidos a la presencia de titulos re-
siduales, como sucede en la vacunacidn a edad mids avanzada,-
yva gue las inmunoglobulinas producidas al vacunar animales -
adultos interfieren en la interpretacidn de los resultados -
de las distintas pruebas seroldgicas, cuando hay necesidad -
de realizarlas (18). Por lo cual, no se recomienda la wvacuna
cifn en animales mayores de 8 meses ni la vacunacibn o reva-

cunacifn en animales adultos (18).

La vacunacibn induce en los animales gque nunca han
tenido contacto con el germen una respuesta primaria, en la-
cual se producen primeramente inmunoglobulinas del tipc M y-
pvosteriormente del tipo G, declinando los titulos de las mis
mas en un término de 30 a 45 dfas (4,18,19,36,41,42). Si a es--
tos animales siendo adultos se les somete a las pruebas que-
indica la CNCB, serén reactores negativos o a lo sumo sospe--
chosos,; pero una segunda prueba los confirmard como negati--

vos (16,17,18).
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Una segunda exposicidn al mismo antigeno (revacu-
nacifn) se caracteriza en los animales por mantener tftulos
altos residuales de inmunoglobulinas G, que es el tipo de -
inmunoglobulina predominante en casos de revacunacibn o in-

feccibn crbnica (4,18,19,36,41,42).

Como no se lleva un control de vacunacién en los-
animales adultos vacunados y/o revacunados, al practicarles
pruebas serol8gicas ser&n reactores positivos, siendo impo-
sible saber a través de estas pruebas si los anticuerpos de
tectados fueron producidos por una infeccibn crénica o por-

una revacunacién (15,16,17,18).

Por los problemas que ha ocasionado la Brucelosis
en algunas cuencas lecheras del pais (Queré&taro, Veracruz,-
Guerrero, Edo. de Mé&xico, Chalco y Tizayuca), los mé&dicos -
veterinarios han recurrido a la revacunacidn mGltiple de ~--
animales adultos,; ocasionando con esta medida serias difi--
cultades en la interpretacifn de las distintas pruebas de -

diagnéstico en estos hatos.

Los laboratorios de diagnbstico utilizan las si--
guicntes pruebas serolégicas para el diagnbstico de esta =-

zoonosis (1,15,17,18).



1. Aglutinacifn en placa, prueba répida y confia-
ble para detectar procesos evolutivos, perc una respuesta -

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

18).

2. Aglutinacidn lenta en tubo, es m&s sensible -~
que la anterior. Es la técnica utilizada como referencia en
tre estas pruebas seroldgicas. En lugares en donde la enfer
medad 23 end&mica esta prueba detecta titulos bajos de aglu

tinacifn en muchos animales (1,5,12,18).

3.~ Aglutinacifn en tarjeta, es préctica y especi
fica, se recomienda aplicarla en hatos grandes, detecta so-
lc reactores positivos, pero se pueden presentar reacciones
inespecificas y obtener falsos positivos en animales sanos-—

(1,5,12,18,25,31,33,36) .

4.- Prueba de 2 mercapto-etanol {2 ME) en la que-
se inactivan las inmunoglobulinas M v solo se observard la-
aglutinacidn causada peor las inmunoglobulinas ¢ (1,5,11,12,

18) .

Como se observa, el diagnbstico scerolégico de la=-
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Brucelocis plantea varios problemas (1
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a) Las pruebas seroldgicas de aglutinacibn no de-
tectan animales que est@n en periodo de incubacifn de la en

fermedad (10,18).

b) Animales crénicamente infectados muestran res-
puesta inmune humoral frecuentemente irregular, fluctuando-
los tftulos constantemente en un periodo determinado (10,--

18).

c) Es diffcil distinguir tftulos de anticuerpos -
causados por una infeccifn, de los producidos por la vacuna
cibén. En lugares considerados endémicos como Mé&xico (42), -

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

Para ayudar en el diagn6sticc de la Brucelosis, -
se han disefiado pruebas complementarias, entre ellas estd -
la Inmunodifusién en gel de agar (6), que tiene como funda-
mento el fen6meno de la precipitacibn (7,20,21,25,29,42). -

Existen tres métodos (1,6,20,25,29,42):

1} Precipitaci®n cimplco: se wtiliza desde 1805, -
cn esta técnica se incorpora el antisuero en el agar y el -
antigeno se coloca en pocitos perforados en el gel, el anti
geno difunde radialmente alrededor del oit.s de aplicaecifn-=

ormando un anillo de preedpitaeifn on caco de prescentarses=



reaccidn antigeno-anticuerpo (20,21,25,29,42). Esta té&cnica
es sencilla, se pueden trabajar varias muestras, pero re=—--
quiere de 24-48 horas de incubacibn para obtener los resul~

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

II) Precipitacifn doble: en este procedimiento el
antigeno y el antisuero difunden migrando el uno hacia el -
otro en un gel, formando una linea de precipitacifn en el -
lugar en donde los dos se crucen en su trayecto (20,21,25,-
29,42). La ventaja de esta té&cnica es que se pueden compa--
rar varios antigenos o antisueros alrededor de un pozo, ya-
sea de antigeno o antisuero (20,21,25,29,42). Su desventaja
es el tiempo empleado para obtener las lineas de precipita-

cidn que es de 24-48 horas (21,25,29,42).

ITI) 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 resolucibn de los componentes antigenos, obteniendo re-

sultados ripideos y confiables (20,21,23,25,29,42).

Una de las técnicac analiticas mds recientes apli
cadas en el diagnfSstice serslBgico es la CONTRAINMUNOELEC--~
TROFORESTS (CIE), aue cowbina la separaecifn previa de anti-

gonos o antisueres medionte la eleckroforesis y el fenbmeno



de la electroendfsmosis obteniéndose una magnifica resolu--
cidn de los complejos antiIgeno-anticuerpo, siendo una de --
sus principales ventajas la rapidez en la obtencidn de los-

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

La CONTRAINMUNOELECTROFORESIS tiene como princi--
pio el gue un antigeno y un antisuero migren el uno hacia -
el otro en un campo eléctrico sobre un gel de agar aceleran
do asf la reaccibn de precipitacién (20,21,23,25,29,42). -~
Las variaciones que existen de esta t&cnica dependen del ti
po de antigeno con el que se trabaje, estas variaciones pue
den ser: el gel utilizado como medio de sosté&n, el voltaje-
aplicado a la prueba, el tiempo de precorrido como del co--
rrido total, el tamafio y distancia entre los pozos, pH y so

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

Para efectuar las pruebas de Inmunodifusifn y CON
TRAINMUNOELECTROFORESIS se requiere del empleo de antfgenos
solubles de B. abortus (ASBA) y antigenos solubles de B. me-
litensis (ASBM), ambos antigenos son lipopolisacéridos aso-

ciados a proteinas en mayor o menor grado (3,5,14,18).

Se han descrito varios procedimicntos para obte=-=

ner loc antigenos solubles, estos métedos co difercneian en
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tre si por la cantidad y pureza de los antigenos que propox

cionan (2,3,6).

La concepcidn actual de la estructura antigé&nica-

fundamental de B. abortus y B. melitensis en fase lisa (s)

normal, admite la existencia de dos determinantes antigéni-
cos esenciales A y M, presentes en el mismo complejo lipopo
lisac&rido proté&ico (antigeno "O"), pero en proporcibn va=--
riable segfin la especie de Brucela de que se trate (3,14,--
18). Esto tebricamente permite no solo la diferenciacibn --
antigénica de B. abortus y de B. melitensis (3,14,18), sino
también el reconocimiento de anticuerpos vacunales y anti--

cuerpos infecciosos (3,14,18).
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OBJETIVOS

I. Comparar la CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIE) -
con las pruebas de rutina, como t&cnica para el diagnfstico

de la Brucelosis bovina.

IT. Estudiar la utilidad y confiabilidad de los -
antigenos solubles de B. abortus (ASBA) y de B. melitensis

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

I1I.- Tratar de diferenciar anticuerpos de anima-
les vacunados de los anticuerpos de animales infectados que
previamente fueron reactores positivos a las pruebas serolS
gicas de rutina, empleando la CONTRAINMUNOELECTROFORESIS --

con antligenos solubles de B. abortus y B. melitensis; estos

antigenos son fracciones de Brucela, a diferencia de las --
pruebas de aglutinaci8n que utilizan Brucelas completas co-

mo antfgeno (3,6,15,16,17).
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MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 765 sueros bovinos, a los cuales se
les efectud las 4 pruebas de aglutinacibn que marca la CNCB

(pléca, 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 través de los antigg
nos solubles fueran detectadas precipitinas, las cuales son

caracteristicas de una infeccibn crénica.

MATERIAL BIOLOGICO.

Se obtuvieron 765 muestras de sueros bovinos per-
tenecientes al programa de Rehabilitacibén de Ganado Crio---
llo, de la Subsecretarfa de Ganaderfa, de los que se desconoce

su historia clinica, los cuales estin localizados en:

a) Cd. Alem&n y Las Choapas, Veracruz.
b) Sta. Lucia, Chiapas.
¢) Cd. Altamirano, Guerrero.

d) Lagos de Moreno, Jalisco.
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SUEROS TESTILGOS
1-A) Positivo a Brucelosis de origen caprino.
2-B) Positivo a Brucelosis de origen bovino.
3~C) Suero de becerra vacunada.
4-D) Negativo a Brucelosis de origen fetal bovino.

5-E) Negativo a Brucelosis de origen fetal equino.

Sueros que fueron proporcionados por el Departa--

mento de Virologia e Inmunologfa de la FMVZ. de la UNAM.

ANTIGENOS PARA LAS PRUEBAS DE AGLUTINACION
Los antigenos para las pruebas de aglutinacidn en
placa y tarjeta fueron proporcionados por la Productora Na-

cional de Biol8gicos Veterinarios (PRONABIVE).

Los antigenos para las pruebas de aglutinacidn =--
lenta en tubo y 2 ME, fueron elaborados con B. abortus cepa
119 que fue proporcionada por el Departamento de Virologia-

e Inmunologfa de la FMVZ. de la UNAM.

Las pruebas de aglutinacidn anleriormente mencio=
nadas se realizaron siguiendo los lineamientos de la Campa-
fia Nacional Contra la Brucelosis (CNCB) y el Centro Paname-
ricano de Zoonosis (CEPANZ00) para su ejecucidn, lectura e

intcrpretaeibn (7,8,17).
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ANTIGENOS SOLUBLES ASBA Y ASBM

Se utilizaron cepas de B. abortus lisa y B. meli-
sis rungosa para obtener los antfgenos solubles, las cuales -
fueron proporcionadas por el Departamento de Virologfa e In-

munologfa de la FMVZ. de la UNAM.

Estas brucelas se trabajaron en botellas de Roux -
con agar infusidn papa segfin la t&cnica descrita por el Cen-
tro Panamericano de Zoonosis (CEPANZOO) (6,7). Los cultivos~

asi obtenidos se trabajaron por dos t&cnicas diferentes:

Técnica A: Descrita por CEPANZOO (6), combina la -
centrifugacibén con el calentamiento (80°C/2 horas) v poste--

riormente la dialisis,

Técnica B: De acuerdo a los procedimientos de Ber-
man (3), donde el paquete celular se introduce al autoclave-
(120°C/5 minutos) para hacer estallar a las brucelas y poste

riormente se centrifuga la suspensién.

Los antigenos asi obtenidos se trabajaron en tres-

formas:

a) Sin modificacifn alguna, tal comp se obtuvicron.
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h) Concentrados utilizando polipropilenglicol.
c) Diluidos, con el objeto de encontrar la concen-
traci6n 6ptima para la reaccién de precipita--~

cién en la CONTRAINMUNOELECTROFORESIS.

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

Esta se realizf siguiendo la técnica de Myers (27)

con las siguientes modificaciones:

a) En lugar de usar solucibén Veronal con pH 8.2 co

mo amoritiguador, se utilizé tris-barbital con pH 8.6.

b) Se precorrif primerc el antigeno por 15 minutos
y se suspendid el paso de la corriente. Se deposité el suero

probiema y se corrieron ambos por dos horas més.

Se hizo la lectura de la CIE con ayuda de un nega-
toscopio. Un suero positivo se manifestd por la aparicidn de
una lfnea de precipitacién entre el pozo del antigenoc y el-
pozo del suero, asi como un suero negativo por la ausencia -

de precipifaci6n (11,12,22,26,28,34,37,38,49).

Al eoncluir el trabajo se compararon vy cotejaron -

ios resultados ebtenidos en las dustintas pruebas.
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RESULTADOS

De los 765 sueros estudiados en las pruebas de ---
aglutinacifn, se obtuvieron solo 12 reactores positivos a to

das las pruebas, es decir el 1.56%.

Debido al escaso nfimero de sueros positivos se adi
cionaron 15 sueros de animales provenientes del programa —-—-
PRODEL, de los que se logrd el aislamiento de Brucella spp.-
De estos sueros el 100% de ellos fueron reactores positivos-

a todas las pruebas de aglutinacidn.

Los resultados de las pruebas de aglutinacién se-
expresan en Unidades Internacionales de acuerdo al Patrén In

ternacional del suero Anti B. abortus (PpIsSaB) (18).

BEl comit& de expertos en Brucelosis FAO/OMS, reco-
mienda que no se conceda valor diagnb6stico a los titulos in
feriores a 100 UL/ml para log animales no vacunados o en es-
tadn de vacunacifn desconocido y 200 UI/ml para los animales

vacunados (18).

Sc utilizé la pruchba de 2ME para distinguir los ti
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pos de inmunoglobulinas, esto ayuda a reducir el nfimero de-
reactores positivos cuando se lleva un programa de vacuna--
cifn, ya que el 2 mercapto-etanol inactiva a las inmunoglo-
bulinas del tipo M y solo se observa la aglutinacién causa-
da por las inmunoglobulinas G (1,5,11,12,18). De esta forma
un suero vacunal tendri un tftulo en 2ME aproximadamente de
25 a 50 UI, guardando una relacidén con su titulo en lenta -
en tubo. Un suero infectado su titulo en 2ME se mantendrd -

en 200 UL en relacifn con su titulo en lenta en tubo (26,-

275 .

Los resultados oktenidos en este trabajo se —=——-

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

En el cuadro No. 1 correspondiente a los sueros -
del Programa de Rehabilitacifn, se aprecia que 5 de ellos =
son de animales vacunados comc lo manifiesta la lectura en-
2ME, los cuales tambifn fueron detectados con el antfigeno -
soluble de B. abortus mostrando solo una linea de precipi-

tacibn.

Seic osuwros correspondieron a animales infectados,

los cuales con el antigeno soluble de B, melitengig dieron-—

dos lfneas de precipitacifn. D 8stog, 3 sucros con tftunlo-

-600 UL en lenta en tubo y 200 Ul en 2 B, moctraron Gi1oso-
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gunda linea de precipitacifn mds evidente en relacibn a los

otros sueros con tftulos de 800 y 400 UI en lenta en tubo.

En el cuadro No. 2 correspondiente a animales de-
PRODEL de los que se aisl8 Brucella spp, todos fueron reac-
tores pbsitivos a una o mids pruebas, sus titulos en tubo --
van desde 400 hasta 1600 UL y en 2ME de 200 UI. El antigeno

soluble de B. melitensis los detect8 con dos lineas de pre-

cipitacibn, la segunda mis evidente a medida que aumentaba-

su tftulo. Estos animales con la CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

se confirmaron con Brucelosis.

El cuadro No. 3 corresponde a los sueros testigos,
donde los positivos por infeccibn natural solo reaccionaron-

con el antigeno soluble de B. melitensis y el vacunal con -

el antigeno soluble de B. abortus.



CUADRO Noa 1

RESULTADOS OBTENIDOS ZN ILAS PRUEBAS SEROLOGICAS ¥ EN LA CIE

Animales pertenccientes al Programa de Rehabilitacién de Ganado Criollo

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS
-+ ANTIGENOS SOLUBLES

IDENTIFICACION TARJETA PLACA TUBO 2 ME
DEL ANIMAL
¥ 21=A + 50 100 25
55eh + 200 1600 200
¥ 9T=h + 120 200 50
399-4A + 200 800 200
12.C - 25 25 25
* 20=D + 100 100 25
7 26=D + 50 200 50
93-D + 200 1600 200
93=9-D + 2G0 800 200
95=0=D + 200 400 200
96-=0=D < 200 400 50
# 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

B. abortus 1. | Bs melitensis o

o S T N RO P

P U B+ 08 81+t 4 4

1t +0

* Sueros d¢ an

ima

2log detectados como vacunados que con sl
B. abortus, mostraron unz sola linea de precipitacibn po

antigeno soiuble de
co nftida.

6T



GU.ADRO No. 2

RESULPADOS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS SEROLOGICAS Y EN LA CIE

Animales pertenecientes a8 PRODEL de los que se logrd aislar Brucella spp.

IDENTIFICACION TARJETA PLAGA TUBO | 2 ME CONTRAINMUNOELECTROFORESIS
DEL ANINAL .- ANTIGENOS SOLUBLES
B. abortus 1. | B. melitensio ».

31 + 50 400 200 - +

34 + 100 400 200 - +

60 + 200 1600 200 + +

62 + 200 800 200 - %

63 + 200 400 200 - &

65 + 200 800 200 - %

66 + 200 1600 200 + *

80 + 200 400 200 - +

110 + 50 400 200 - +

121 + 200 800 200 - +

128 + 200 800 200 + +

244 + 200 400 200 - +

267 + 200 16007 200 + %

313 + 200 400 200 - +

967 + 200 ann 209 - +

Sueros que con el ant{geno soluble de B. melitensis, mostraron dos
lineas de precipitacidn.,




CUDREO No.3

RESUL@AD@S OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS SEROLOGICAS Y EN LA CIR
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IDENIIFICACICH TARJBTA PLACA TUBO 2 ¥ME CONTRAINMUNOELECTROFORESIS
DEL ANIMAL ANTIGENOS SOLUBLES
B+ abortus l. | B. melitensis ==

l=h * 200 1600 200 - *

2=B + 200 1600 200 - 4

3-C * 100 200 50 + -

4GD as - - - - -

SaE [ ] - - - - -
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DISCUSTION

La posibilidad de identificar ganado vacunado con-
B. abortus cepa 19, 45/20 y H38, utilizando el método de In-
munodifusién (13,14,32,33) plantea que el suero de ganado va
cunado vy libre de infeccidn contenga precipitinas para antf-
genos especificos de superficie rugosa de Brucela, pero no =

para antfgenos especificos de superficie lisa (13).

En este trabajo 5 de los 12 sueros pertenecientes-
al programa de Rehabilitacién, fueron reactores positivos a-
todas las pruebas de aglutinacién, presentaron una linea de-
precipitacibn difusa y poco perceptible con el antigeno solu
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 forxrma Dfaz (14) obsexrvé que utilizando an
tfgeno soluble de B. abortus para detectar ganado vacunado,-
s producia una linea de precipitacibn, pero que era posible
ia aparicifn de dos lineas de precipitacifn para animales in

tocktados naturalmente.
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Utilizando el antfgeno soluble de B. melitensis -

con los sueros reactores positivos a todas las pruebas (6 =
sueros del programa de Rehabilitacidn y 15 de PRODEL), se =
observS la aparicifdn de una doble lfnea de precipitacidn, ~
la m8s cercana al pozo del suero fue gruesa y nitida y la -
segunda mis nitida afin. Los sueros que mostraron esta do--
ble lfnea de precipitacidn, pertenecen a animales infecta-

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

Resultados similares fueron obtenidos por Diaz ==

(14) usando antigeno soluble de B. melitensis (S-LPS) para-

detectar animales infectados naturalmente, los que se mani-~
festaron con una doble linea de precipitacifn en la prueba-
de Inmunodifusibn. Siendo el LPS mis importante antigénica-

mente en comparacifn con el Polisacérido (14).

La presencia de dos lineas de precipitacidn que -
se observaron con los sueros de animales infectados obedece
a que se han puesto de manifiesto antigencs ocultos (3,14)-
que estdn representados por la segunda linea que es més ob-
via a medida que aumenta el tftulo del suerc, resultados --

aque coinciden con lo expresado por Berman (3).

Como se apreeia con los resultadeos de este traba--
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jo, el antigeno soluble de B. abortus no dif los resultados
esperados, ya que las lineas de precipitacién no fueron ~--
perceptibles en la mayoria de los casos y el resultado en -

la CONTRAINMUNOELECTROFORESIS se dif como negativo.

Reportes preliminares indican que el Lipopolisacd

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

B. abortus (13).

Experimentos recientes indican que para una me--
jor migracibn, es conveniente someter a los antigenos solu-
bles a una extraccifn s8nica corta, con lo cual las protei-
nas pueden ser casi completamente separadas del complejo --

Lipopolisac&rido-protéico (40,43).

La importancia de los Polisacfridos como se cbser
va, es evidente; los estudios estructurales han mostrado --
que dichos polisacdridos contienen restos de monosacfridos-
tales como la glucosa, glucosamina, 3-desoxioctulosbnico =--
(KDO) , ramosa y manosa, los cuales son especificos del anti
geno "O" cuya naturaleza varia seglin el serotipo de Brucela

W10
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Los Lipopolisac&ridos de los diversos serotipos -
difieren en su naturaleza por los restos de azficares en las
unidades de repeticidn terminal, y en los enlaces que exis-
ten entre ellos (40). Asf mismo las cepas rugosas tienen po
iisacdridos con estos restos terminales (40), gque se pon---

drén de manifiesto con una lfnea mis de precipitacibn.

Los resultados muestran que los antigenos obteni-
dos coi. la técnica "A", dieron lineas de precipitacibn casi
imrerceptible ¥ en forma recta. La linea en forma recta in-
dica que el antigeno tiene un peso molecular y un coeficien

te de difusibn prdximo al de las inmunoglobulinas como lo =~

cita Lesli (25),

Los antfgenos solubles de B. abortus y de B. meli
tensis obtenidos por la t&cnica "BY¥, en su concentracifn --
original precipitaron formando lineas mucho més nitidas y -
curvadas hacia el pozo del suerc. La curvatura de esta li--

nea indica que el antigenc tiene un peso molecular més alto

IS

y un coeficiente de difusifn mis bajo que el de las inmuno-

gilebulinas, segln lo menciona Lesli (25).

El antigeno coluble de B. abortus con forma d:lui-

da vy . acentrado no mostrd ifneas de preernprtacidn. Bl antf
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geno soluble de B. melitensis al diluirlo o concentrarlo --

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

claras.

Asi mismo se encontrd en este trabajo que el anti
geno soluble de B. melitensis obtenido por la técnica "B" y
utilizado en su concentracidn original, dib 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).
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CONCLUSIONES

I. Los resultados obtenidos con la CONTRAINMUNOE--
LECTROFORESIS tienen la ventaja de ser répidos y confiables,
en comparacibn con otras pruebas diagnésticas. Tomando en --

cuenta que esta prueba esti en desarrollo.

2. Existe una relacibn entre los titulos obtenidos
de sueros estudiados en la prueba de 2 mercapto-etarol y la-
presencia de lecturas positivas de los mismos en CONTRAINMU-
NOELECTROFORESIS. Pudiendo reemplazar esta prueba a las de -

rutina, va que es menos laboriosa, més xdpida y confiable.

3. En este trabajo la prueba de CONTRAINMUNOELEC--
TROFORESTS demostr8 ser valiosa come auxiliar en el diagnfs-
tico de la Brucelosis bovina. 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 estandarizacibn de las té&cni--
cas para la preparacifn de antigenos solubles de B. abortus
v B. melitensis, con lo cual se cobtendrdn resultados unifor
mes en  los lugares en donde se pretenda realizar esta téc-

nrea.
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