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. I. RESUMEN : 

Se empleó la t6cnica. de Ensa~ Iruitunoenzixuático Espe

·: c!fico (ELISA) , para la detecci6n de iniuunoglobulin~s G contra 
- -

' . Brucelia sui_s, en 17 sueros de . cerdos, que fueron seleccioM:dos . 

de un estudio, en ei cual se é.fec:tuaron y evaluaron las t6cili-7"·,. 

' ., ··< 

.· <· 

cas · c1e: Cocmbs, Aglutinaci6n Lenta en Tubo . y · Factor IriliibÚor -~ · ··• .. ~ ... •. ' . 

· ·de -la Migraci6n de los Macr6fagos · (MIF) • ::' .· 

La técruca · ELJ:SA . se. e8tandariz6 con un -. ant!q~ -sol,:¡: ; 

. ble. de .Brucel1a .!lY!§.. (util.izado com.o · deteCtor), y ias :Primeras 
. cJ.nt:o mUesb:-ás ae'ricas _de cerdos a qU:Í.enes B~ 1~ a:iai6 , 1.á bae:_; .- . 

:t~iB.(d~ mi~ g~ero Y,. eapecié, . ios t!tulos ~e IgG_ fu~on · ~~
:ri~l.;.s .(lz400 _:; 1112,800). Se repiticS la prllOba a cada un0 de . . . . ' . . . . . . : . . . 

éstos ·sueros en _tres dias diferentes y por quintuplicado en \m 

:d!a,' · los _t!tUl.os detectados la pri.Inera ocasiÓn se reprodujeron 

''~ _ llÍl _ : ?S%, ~ifra rell7esentativa de buena: r~i;n-odu~ihllidad; para 

. :· : .. 
'·:.LOs 12 &~eros r~antes que habían resUl.tado negati

. vos por laa téCnicas de Cciombs y Agl.~t~i6r{ Lenta en TubO. -

se tti,agnosticaron por l.a t6cnica BLXSA , C~tan~i;z:ada) ~ detec

. _taJ1do .7 positivos y 5 negativos. 
· '· . 

· ·: ·. 

l. 

. · . 
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IJ:. · . INTRODUCCION 

La Brucelosis es una entidad nosol6gica, infectccont~ 

· :.: .. ' g.iosa, clasificada como una zoonosis de dis:tribuci6n mundial y 

,,_.: de impl.icáciones ' epidemiol6gicas importantes (1~3,5,10,12,18). - . . - .... . 

Es causada 'por bacterias del g~nero Brucella, del que 

., se :han identificado 6 especies: .Brucella abortus . (1897), Bruce-
. - ~ -~ . 

lla 'inelHtensis (1920), Brucella suis · (1929); Bruceila oviS --

, <'Cl956), Brucella neotomae (1957) ,y Brucelia cnni~ (1968), (l~~ 36J · 

. Afecta á los animales do~sticos corno: bc;vin()S r eqúi~ 

rios' suinos' cap:Únos y . ovinos 1 en . c:uya;. . explotacioiles . origina 

· pérdidas econ6mi.cas .y conjuntamente problemas de salud pdblica · 

.. Cl,3,S.,l2;.18,_36) ·~ . 

·· .. : 

-, .. En los· cerdos los principales .signos que ·produce la. -~ 

son: ' ~()rtos, inomificaciones de los fetos, parálisis 

orquitis Unilateral o bÚateral, infertilid~d y dis-' > 
·m1nuci6n de la 11bido, la .cual es comdn en los sementales · · ..; __ ..: . · 

Frecuentemente en las .mcplot~é:iones porcina~el t1nico . 

s ·iqno observado es el elevado porcentaje de cerdas que presen-

tan estro a los 30 Ó ·45 d!as despu~s de la monta (S)_-

· .Las alteraciones patol6gicas observadas en los cerdos · 

· reproductores a la necrópsia consisten en : 1nflamaci6n de los -
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~- ::-. ' '·· 

·;.:. 

· test1culos con granulomas -mOltiples en el · par~nquima, epid!dimo 

· y ··prÓst¡,;_ta (5;6) 1 en ' las cerdas se han observado grariul<Jtiias de 

.. -:naturaie.za miliar en la mucosa vaginal y uterina. (S), . l ·a . placen 

ta .se encuentra hipedmica y edematosa, los :fetos s~elen apare-· 
. · . . -· .. . ,_ · .· . ' 

· cer con hemorragias sub~utlineas y flu!do peritoneal (S; 13, lS) ~ 
. . ·-·. 

Histopatol6gicamente se .distinguen gran cantidad de~ 
.. . . . .,:. 

·cllilulas reticu,loendoteliales y en ocasion~s ·células ~igarites, -

hip~~p~asia 'del tejido int~rsticial; necrosis coaguiativa, ,ne~
> :rosis caséos~ · C::on _'ciesc~acióri de epitelios, . l~s gangli~s pre-:..: 

c;:o1ecciones fÓcales · de macrófagos, ' prÓÜferación difusa • .. · 
·_·;·' 

.- del ,.epitel.io reticular, las membran~s fetal.es contienen e~d~cio 

· Úbr:i.nopurulento e~ gr~ulamas de 2 .a · 3 miUmetros d~ dÚmetro 

.que cén~ienen bis~iocitos, .c61Úlas. epiteliales . y 1iltfc;;citos · ~ 
.' 13,1!);.25), • En ios test!clilos existe necr~sis y désc~~cio~ 
cl!l~las espe~atog~icas e hiperp1asia d~l tejido conecti;;;.6. 

' ::·. ·. · ·' "· . . -.. , : , . . ·. - . .· .·· . ·. . '· .. ·. 

~1 te~a~ia'nes • en la próstata, glándulas . bulbouretrales · y ep.!_ • · 

de linfocitos,. . ~.a inflamaci6n • . ,se . ex-..::- ·· 

por ' i~~ .int~rstici~s de las .ves.Ículas seminales, produ..:-: 
·- .--:. 

::-cieiido e:XUdado· .Purul~nto en los d~ct~s. los . espermatoz~ides son .· 

· an6~al~s y se produce ~sperillafagoéitosis por las c'~lulas gigll!!, 

:. ' : 
_ .. . ' 

. : ·.' 

_i· . • 

Para la comprobación del diagn6stico cl!nico de Bruc!!_ ... 

. en . J.o~ cerdos, se recu~re principa~ente a 2 m11tcidos: 
. . .. 

. 1).- E1 ·bacteriol6gico, se considera el m4s seguro y 

consiste en; E1 aislamiento e . identificación 

del 'germen Brucella suis, . que presen~a las ' si--"- . 
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: •:. ~ 

guientes caracter!sticas: bacteria de forma coc~ 

bacilar mide de 0.5 a 0.7 micras por 0.6 a 1.5,

se' encuentra sola o formando cadenas cortas, no 

m6vil, .no forma esporas; .posee una capa· delgada 

sobre la membrana citoplasm~tica que posiblemen

te funcione como c!psula, no toma coloraci6n bi

polar, 'es quimioorganotrÓfo, y · seS lamente algunos 

biottpos re~ieren ~tm6sfera . de bi6xido de cárbo 

~o ~ara su crecimiento ll, 6 ~ 13, 18) • . ' . . . 

. - .. · . · .· . . . · . . -.. . 

2) ~- Pru_ebas de seroaglutiriaci6n, son los m~todo_s co~ . • 

munltient:eutilizados .en la 'comprobaci6n del diag-, 

n6s~ico .cl!.nico,; de ~stas las que se utilizan en · 

forma constante y . rutinaria· son: 

Prueba de Aglut:f.naci6n en Placa, es confiabl.e en · 
. .. . 

· la detecci6n de procesos evolutivos por lo que 7 
su uso ' est.1 muy . difundido, 'sin . enibargo ' una . reac

ci6n negativa no es concluyente de la: ausencia 

de. infe~ci6n (l,s,s;24;36) .-

Prueba de Aglutiriaci6n Lenta en Tubo; utilizada , 

debido a que .posee una sensibilidad . mayor ~ue la 

anterioren la . detecci6n deprocesos evolutivos, 

es la t~cnica utilizada como referencia y como .-
. ' 

'· medida de comparaé:i6n entre las prueb~s 'de sero-

aglutinaci6n, no obstante en animales. con . débil · 

respuesta tnmuno16gica es frecuente observar 
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reacciones falsas negativas (1,5,24,36). 

Prueba de Aglutinaci6n en Tarjeta, es sencilla · 

en su realizáci6n y se recomienda para aplicarse · . . . 

a sueros dé .porcinos cuyo .~11me~o . sea ~levado, , - ·- ' . - . . . . . ; . . 

puesto que solamente detecta reacciones positi--

vas, sin embargo ~e pueden present~r reacciones 

ine~pec!ficas (l~5~8,ll,24). 

.Existen otro tipo de · pruebas llamadas · complemeil.tarias .. 

_ y .q~e se caracterizan 'por ser más sensibl_es >'!{ disminui'r' las. 

reácci.ones .iilespec!Ucas, las recome~dadas en la detecci6n de ~ -. · 

~. ..... . ... 

' · 

áospechosos .de padecer Brucelosis son: 
' . . . .. . 

_. I?rueba· Euro-;,:ea de Aglutin~cii5n en Tubo, la cual 
'· . . · .. 

·aUmenta su sensibilidad en rel~ci6~ a ias prue~

. bas pat~6ri en tubo, puesto que el suero se .dilu- . 
, ·, .. · -·:. : . . . .. ' · . 

ye . atin más • . sin embargo no está exenta de . re'ac--· . 

cienes hete~oespecÚicas (1,18,24)~ 
. . ' 

~rÚeba d~ ·Ant!geno~ortiguado Brucel~ (MBl~ -

1a cual emplea un ant!geno teñido que 'contiene -

8% de bacteria~ por volumen, se considera p~sit_! 
..va 'cuando pr¡,;senta agluti.naci6n en cualquier .gra .. 

. . --.". -
do y ' negativa .en ausencia de la reacci6n (1,24) • .. .-· 

Prueba de Mercaptoetanol, en la que .se .inactivan 

las inmunoglobulinas M del suero y detecta la , --:..; 

. agluti.nacil5n producida por las inmunoglcibulina·s 

G (1,3,8,24). 

.S 



,' ' 
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Prueba d~ Fijación del Complemento~ es la prueba · 

de elecc16n para . el diagnOstico de esta zoono-sis, 
. . . . 

y se utiliza principalmente _ en los bovinos. · Exi~ -

~en 2 variantes; la fijaci6n en fr!o (O- 4°C.)

durante . Ú - . 18 horas, o a 37•c~ durante 30 : min~ 

· tos, el · Patr6n Internacional del . suero Anti-~ 

cella abortus . U'ISAb), es tomado como .base para_ 

· é'stablecer los títulos de dia~6sÜco, 'sin enibaE:: 

«jo en los porcinos se ha 'limitado·' su utilizació'n . 

: debid~ _ a que los sueros de esta' especie son pro.;. 

· .. , cOOiplt:!mentarios .{1,12,24). 

· Pn!E!ba de Coombs, utiliza una antigaJIII!iAglobulina :_ 
' ' 

. espec!fic~ . contra detel;minado · tipo de antic~~o, < 
· se . co~sidera de alta sensibÜidad e~ ' la de~e·c~iOn 

de anticue:PO:s no aglutinantes~ ~e ha uÚüza:do : 

en encuest'as · epidemiol6gicas, puesto · que detecta 

t1tulos bajos_ de ·áiftcil interpretación (1,18,24). 

Prueba··del . Factor Irihibidor de la Migración de 
' ' 

· (HIF} ,- ·se considera de alta sensibil:l.dad en ·la 

evaluación' de la _ inmunidad de tipo 'celular, ha 

demostrado ser eficaz en la detecci6n de cerdos .· 

con procesos crónicos· de Brucelosis (40) · • . 

Todas -las pruebas citadas se han utilizado y evaluado 

en di. versas partes del . mundo, debido al aumento de · casos de ·se-_ 

res humanos que son diagnosticados como afectados -de Brucelosis 
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y a los trastornos económicos que la enfermedad produce en las 

. exi>lota.ciones · de cerdos (8, 10, 19,2 O, 3 S) • 

En Argentina (1975), . se utiliz6 la prUeba de A~.~utin~ . 
. · . . 

··. ci6n .. en Placa,· ·p~ra el diagn6st.ico de 3, 389 cerdos . de exp~sici~ · 

nes regionales, de los cuales se en~ont~aron 14.3i de reactores 

positivos · (34). En el miamo año en Pormosa (China N.acionalis-~. . . 

ta) ; :.se emple6 lá prueba .de Aglutinaci6n en Tarjeta· pará ·diag:-;.. 

2,295 c,erdos y 83 cerdas, se encontraron 2.7% de .po.., . 

los cerdos y 8% en las cerdas· (34). 

·.Posteriormente {1978) en Tami:l Nadu (localidad de la · 

se utiliz6 . la p~eba de Aglutinaci6n Em Tarj.eta· en el 

cerdos, de los cuales 40 a 80% fu~ po.sit{

CJ2) ~ En · el mi~o año se atraparon 95 jabaÜ~s e.n una r .égiÍ5n 

la Florida <i:stados .Unidos), lo.s sueros .de estos animales se 

·PJ:~baron ··por la~ t~c::nicás de . Ac;Jlutinaci6n en Tarjeta, FijacÚ.6n 

Camplem~to. y R1:vano1, · ericontrando 51 reactores positivos ..;;.··.·· . . ·· 

1() menos' a una de ' las cuatro pruebas empleadas, y en 9 ani-
" . . . . 

ai~l6 ·. Brúcella Í!IUis (.3) • 

En la .Rept1blica Mexicana se utilizan .frecuentemente -
.. .. . . · . 

· t:~enicas de: Aglutinaci6n en Tarjeta, Aglutinaci6n 'en Pla- · 

ca y 'Aglutinaci6n Lenta en Tubo, pará diagnosticar Brucelosis -

en los porcinos, estas . pruebas . son apÚcadas en la Campaña Na-- ... . 

: .cional Contra la Brucelosis (CNCB), creada 'en el año de 1971 

·con el objeto . de inlplementar la · l~cha contra ·la enfermedad y es 

tablecer su •, control, la informaci6n proporcionada por • esta cam-
.· - .' . ·. 

·p~a . con respecto a la especie suina, se resume en .el cuadro l. 

7 
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1.'.····<:_: 
·, . .' 

CUadro NÓ. 1 .-- Situaci6n de la .:érucelosis Pord.na . e~ ~ico 
sec;P1n datos . qU.e. aparecen en Circulares . mén-- .• .. ·. , • 

,,_._ .. · .§.uales de la campafla · Nacional . Contra . la . . ~-..;. ·· ·· >. 
· Brti~elosis • . · · · · :: · 

].' ... : · 
2 3 4 5 .. 6 

. : ~ ... 
7 

' ' ·· .. , 
...... , .. :1970 .: .. 

.. .. •• * 
.. • ·* > * .. .. 

·, ·'; '·". · .. 
1971 > . 

·,>{~\· _:,,;:.:<: ·. ~-~;2 .. '.· * .. ·:. .... * ., * 
:' 131/219 

.. 
·7 -.• 5.3 . 0/2 . o 

: 
718/2612 

.. · '· ' 
n 1~s ·· l/13 '262 

., 

is47/s72_3 
•. ,. 

486 .. '19 1.2 : 4/23 •' 
·:-··· 

. .1671/6124 22 '.'1.3 5/29. ·: 
: 

615 
·. 

: Úe2/6_3i5 · 
·,• .. 

23 1.3 5/26 630 '. · · 

.;. ·• > 
1678/6506 . 28 1.6 S/25 :,- 653 · ·- ~ . 

. . .. .. 

·_ .. . ·· 

·laae/67Ü. :: · 31 1~6 5/31 ·61s ; 
: 

4 . . . . . 
-:/ :--.::.: ·.- .; 

.1890/7702 35 1.6 6/35 620 ,· 
.. .. 

.,; . . 
* * * * 

' 

.. ......... 

'.'- . . ;;·,· . : 2~.::_ Ani.'mcil:es muestre~dos/~les control .. :·,·...... ., ' ' .. ~::: : . " . ., . . . . 

::':;::.:·,<· ~~ ~ - ~oiiti;os , a una .6 mas Pruebas · mnp1eadas .par la c.N.C~B. 
.. , 4 : ·~ Prev~le:ncia ·. 

·'. 

: 5.-:- Batós libres/númN:o ·de hatos · 
·. ' .•. 

:. 6 ~ -..; A~1es . amparados con certificado . de hato libre . 

< _: -~ ~:.. RevaÜ4aci~nes 
,·. ,_ .. 

·: * ~- No hAy datos disponibles de ésta . inforuíaci6n 
·'· :''• '. \ í· ··: . . . ' 

a .· .. · 

. . · , 

·4 _:, · . . 

· ... ·· 



·.· ... . 
·-~ . : 

En· .los resultados descritos · anteriormente, se tomarán 

como base las pruebas de · seroaglutinaciOn que _se utilizan en 

" fo~ ~onv~ncional (14), no . obstante se ha demostrado que la ba 

j~J: eficacia de éstas, se debe principalmente a ias reacciones -

hetei:~~pec!ficas y t1tulos de -dif!cil interp:retaci6n que se 

p~esentan ' frecu~temente (.241. 

·-· -. . 
· Sab~os . que la Brucelos.ts produce generalmEmte una ·· i!!, 

' ' 

·.· ,.·. · fecci6n cr6nica y por ende la respuesta Ínmu~e . del . cerdo . contra 

· ... srucella . sui~ es· de base ceiular, sin.. embargo las pruebas serO.

iogiC:as ~encionadas anteriormente ~v:aluan la :r.ruriunidad humoral, 

la c~a:i en "ocasiones presenta dificultad en _su intei:pretac:Ü~n,::.. :. 

puesto '<¡Ue J:)Ueden existir bajas cantidades de ' anticuerpos agtu~ 

tiilantes, . o alt~s cantidades d~ · IgG bloqueadoras que in:terfieren ' 

'el ·poder aglutinante e 'impiden que · se manifieste Un resultado ' -

positivo (1, _8~ 18 ;24f. 
· :< . 

. A pesár>de que'. no existe una t~cnica que · deteéte el - · 

' 100% de l?~ _cerdos infectado~, ios. hechoa anteriormente mencio~. 
- ~~dos,:. ~an motivad;;, la bdsqueda ,de t6cnicas q~e . sui?eren a la~ · ~ 
conwnci~nal~s c~n· mayor e~Íciencia <.9 ;24 ,33, 40)., , una de . btas 

·' es 'la tl!cnica, ' de EL ISA {Enz'yme-Linked..;Inmunosorbent-Assay) , de-: 

.sarrollada _por Avrameas, quien · en 1969 loqr6 por primera vez el 

. acoplamiento de una enzima a un ánticuerpo (1] • La técnica se 

util~z~ .en un 'principio para detectargammaglobulina~ Gen el . .:: 

suero de coriejÓ, ios resultados obtenidos fl1eron practicamente 

tguales a los -demostrados con la t~cnica de Radioinmunoensayo

Ü7) 1 poateri.ormente_. en 1973 la ELISA so utili_z6 para detectar 
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- toxina de ; Vib:i:io : Cholerae con ·. res~l tádos. similares · (25) ,- fue --:

_-.· hasta ei . añ~ ' de :1976 ~u¡mdo se aplicO la ELISA en la dete'cci6n 

:de anticuerpos . contra Brucella abortus, .• mof!trando una mayor .:._ 

. do-~ sil:tdl~res ·a: lo~ mencionados en cuanto a sensibilidad (7) • -
··._ ,.· 

. En 1979 Lamb : y Col. concluyeron que la t~cnica de ELISA <:tdeinás . 

'Cie: ~~r altam~nte . serisibl,e es especifica, puest~ ~e en un estu- ' 

: dio . r~alizado con sueros debovinos _infectados' por Bruceúa 

-·· abortu's, .. : se ' dÚerenc16 ·cl(iramen'te las reacCi~nes de • ~tigenici •. ·· · · 
- - ' . : . ' ·· . _ , .- - . . · . -· . . . - -

-•. _d;¡d éruzada _qrie f!~t"o~ ten tan -con lipopoiizacaridos ,. de bacteri~s . 
-'~;-~.¡ :· . - -.. - . ' . ·- .. . - . . . ' ~ 

~: · . • : : cano: , Yersinia' -~ter~col!tic~ -o tipo v, 
' · · /< c:!J: ~ -.. ;s~~d~as~olllna~~á~ -- (29) _ • . · 

:. ~ ·. 

Se . ha despertado inter~s por el uso . de ·¡a ELISA·, y -. en 

es . util¡zada - ~n la detecci6n de -seres humanos --

. ·. ~féc:;tado~ po:i:.·: Brucélosis, los . result:ados iniciales de · estos · es:

· tuci,i~s ' r~,;¡.l~on que la 'tf!cniéa es mlis sensible que las . pruebas 

de; Co~s · y . Fijaci6~ del Complemento (33) ~ 
El objetivo del presenté trabajo fue: · estudiar e im-,;, 

la . t~cnica~ de ·_ELISA, para el 'diagnóstico de la Bruce-

. . . . . . . . 

!!9lutinac16ri: que ~ctuaim~nte se usan para eldiagn6stico de es-

,., -. ta z~nosts~ y _que no.s ayude a interpretar la gran cantidad de 

reacc'iones · inespecfficas que se observan -con éstas.- . 

· . 10 . 
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III. MATERIAL Y METODOS 

1.- Muestras de sueros controles y · .sospechosos. 

De un estudio* realizado en 100 cerdosde. la 

Granja Experil'Oental Porcina de la Untvers:ldad N!!_ 

c:lonal AutOnoma de México, y de los 'que resulta

ron 22% positivos a Brucelosis; se . seleccionaron . 

17 sueros que presentabcm ·la.s . ~aracter!sticas . .:__: 

i:¡ue a continuaci6n ·se. describen: 

S · sueros · 9'le ·pertenecieron a muestras sangu1neas; ·, 

cuyos .pciquetes de glObulos blancos resultaron p~ 

~iÚvos medbnte la técnica de MIF, estos ~ueros . 
resultarori ·negativos po:r: las técnicas de Agluti..:. ; . 

naci6n Lenta en Tubo ' y CoOmbs,s:ln ~argo a los 

an:lmales que pertenec!an estas muestras, se les 

.aisló Brué:ella suis . en la necropsia~ por lo que 
. . 

los respectivos sueros se util:lzaron como contr~ 

.· les pos.i.tivos. · 

7 sueros que pertenecieron a muestras sangu1neas.; · 

cuyos paquetes de gl6bulos blancos resultaron n~ 

· gativos mediante la técnica de MIF, estos .. sueros 

presentaron t1tulos de anticuerpos de dif1cil i~ 

* La Prueba . de .M IF para el diagnOst:lco 
de la Brucelosis porcina (40). 
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terpretaci6n pero se consideraron negativos al 

emplear las t~cnicas de Aglutinaci6n Lenta en -

· Tubo . y Coombs. 

5 . sueros que · pertenec1an a muéstras sangu1neas, · 

cúyos paqu~tes de gl6bulos blímcos resultaron ·

negativos mediante la t~cnica - de MI.F, . estos su! 

rcis resultaron negativos mediante : las ·tl!cnicas 

-d~ Aglutinación ·. Lenta -en Tubo y Coombs, las cu~ 

les no presentaron t1tulos de anticuerpos con-"--: .-_ .: · 

tra BruceÚa . su:is. 

Suero de ; conejo d-irigido contra la fracción IgG 

'del 'suero de cerdo. 
. . . . . . 

Para: la· e~aboraciCSn . de este producto fue necesa · 

-.rio seguir el proceso . qile a C:ontim:;:¡ción se des 

cribe: -• 

· -; A) _-; _Obtención de ga.mmaglobulinas de cerdos. 

. . . . 

se colectes. sangre de varios cerdos cl1nicamente 

sanos, la cual se tomó en forma aséptica al mo

mento del dec;Jüello en frascos est~riles, · ' se _ de

j6 en ·reposo para .la retracción del coágulo y

posteriormente. fue centrifugada a 8,000 x G x 10 

·-minutos, · ·se obtuvo el suero correspo_ndiente, el 

cual se almacenes a -20°C. hasta su uso. 
. .· 

El suero obtenido se fracciones empleando_ el m6t~ > 

. do descrito por Larghi _(ll), luego la solución-

12 
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-. . 

de gammaglobulinas resultante se · resuspendi6. en . 
. . . 

25 mi.lilitros de agua tridestÚada y ·posterior.;.."-: ·. 

mente se le determin6 la conceritrac16ri de protef 

nas por el rnl!todo de Lowry. (32) •· 

Obt~nci6n .del suero de conejo d:!.rigido contra: 

- la·s gammaglobulinas del suero de· cerdo _(suero h.!, ·: 

perinrn~e) ~ 
. ·; 

·. con.· las 9~~globulinas de . c~d.o ' i:¡ue se ol:ituvi~- . 
ron en el paso anterior~ se . inoculO un ·. conejo -:7"':··.'. • 

.. . . . . . ·,: .. -.: • .. · . ... .. 
. cl1nic'amente sano (.peso de 2 - kg) ·, cori 1 ~ 5 rnin-..; · . . . . . . . { . . . . . . . 

. . . ':. •.. gramos de gammaglobulinas ern~úd.fi~ad~s en . ad~~ 

.. ·•·.· yan_te , conlple~o de Freud* ~ por v1a intrad~~ic: ; ~ · 
.·. ·.·. 

·, . 

·· ·:- . 
·•. . '· · 

·-: . 

~ . ~ .-.. . 

. : .. : :·--.'.· 

. ' ... 

en los · coji.netes plant.ares . laopérac:i10n ' se repi..; 

~-16 ~ ios 7, .14, 28, 35 y 42 d!as ~ulsifica~do ·· ' .. . 
. ~ .· 

- ~ - éstas o6asiones c:on ady\lvante i~c~plet;o de ;..; ' :··· 

·, Freud; .al· _t~rmi'no del p~d~ci el animal fue san-.. 

· grado por · punci6ri-·card1aca y de la s~ngre se ex~ 

·· trajo el suero correspondiente. · 

La acci.On biol6gica del antisuero.· obtenido . se v!!: .. 
r:q:i:p6 por.:_i.os ;m~todos de :rnrnu~oelectrofor~s.i.s .~ 
l:ninunodHusi.On siinple y la prueba de Óu7hterlony 

Ú.9,26,:Ú,4Ú • 
· .,. 

------------------------------. ' ·! . <· 
.* GIBCO, Labs.; u.s~A. 

· ' •• J :.'· ~· .. .. 
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C) 

· . .. · , .. 
) ~ 

· .. _ . 

-~ ·-. ,. 

Separación e ident1ficaci6n de las garnniaglobuli

rias A, ·M y G del · suero de cerdo. 

La s~parac16n se realizO por C:r:omatografta de c2 : 

· .·lumna*~, la .Preparaci6n . de .la .resina , soporte 

(DEAE-Celulosa) , el empaqu~ de la misma :y la. 

f1ltraci6n de las. ganúnaglc;'bulÚtas se llevO a ca~ .' 

. bo empleando los, ml!1:odos descritos por. Endressen 

· (19) y . Kaltreider . (30). 

· .La id~nÚfic~ciOn de cada una de las col~ccionés 
·, ·· 

oi)tenidás én la cromat()graf1a se reaÜ.z6 por ló's 

. · · · ; ~~Ú:.odos de: · Iruriunoeiectraforesls, IranunodifÚsi6n ... ·. 
• • • , • , . • r • • • - • • 

·.:Simple ~ · I~unOd'ifusiOn R/ld:ial en ·placa.s come~;: -: . 
cial~'s*** 1 . y la prueba . de Óucht~rl~ny 1 ' se de ter ' 

.. ·.· . _-; ·_ ::-- .. 

.. .; . cjlObU:l'iilaf:' ~ - G de :·ce_rdO y pos_tei-iOrment'~ ~ se_ ~le 

.. · · :cuantiÜc6 · la ~~ri~eúÚ:.r~ci6~ · de prote!nas 'por. 

LOwry • . · 

·. el ·: 

~ ~ .. . 

. . . -------------------------------

,Hyland Travenoi Labs. ,· u.S.A~ 

.. ,· -- ~-

:·'-- . 

..;: 

.. .. . . · 



D) Obtenci6n del suero de conejo dirigido contra la 

fracci6n IgG del suero de cerdo. 
. . . . 

.. una vez obtenida la fracci6n IgG del suero · de .:,._ 

cerdo; a dos conejos cl!nicamente sanos y _ co~ p~ · · 

so promedio de 1, 8 O O gramos cada . uno; se -les pro :. 
;- ' . · - f 

g~&Mron seri_es de inoculaciones . con- diferentes .. . 
. . . . . :. 

calendarios, en forma simultánea, uno se· inocuú~ 

. c:on l m~ligramo de_· gammaglobulinas . G de_· cerdo 

. emulsificadas en adyuvante c~pleto de Freud~ 'y 
. . . . . ' . . .. '. 

· aplicando por v!a :tntradérmica en· los · cojinet17s 

· · plantares, el procedimiento se repiti6 a los . ...;~.:. 

-r, 14, ' 21, 28, ~5 y 42 d!as, . al otro c"onejo sé 

le .-varÚS -·el calendario de illoculacLones .las c::iua'-

les· se . efectuaron a los 15, JO . y . 45 d!a~, _po~te~ ' · ·· 

riormente a los . dos conejos se . les . realiz6. el ;_':" . 

. sangrad~ por:pun~:t6n c~rdbca, separando EIL suero 
. . . . 

correspondiente y ~lmacen~dolo a' ·-20°C • . hasta 

su utilizaci6n ~ . . 

Antígeno Soluble de Brucella suis . CBSSA) · • 

. Para la extracción de este· ant!gcno ·se ~ealiza-·~ 

ron modificaciones al_ m~todo ci~iginal de éxtraé-

. ci6n del BASA . (BruceÍla abortus : soluble . antigen); .· · .. 

propue!ito por Berman y . Wilson . ( 4) , y que a cont.f. 

-·nuaci6n se describen: 

15 
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A) cultivo: 

·: .. 

Con una. cepa de Brucella suis*, se realizó la 

siembra de bacterias en un tubo de ensayo que · 

contenta -medio de _crecimiento (Agar Tripticasa

Soya), se incubó durante 72 horas a 37°C., post~ · 

riormente el cultivo se cosechO. con_ solución sa

Úna bufferada pH 6. 4 ~ con e 1 prOducto obte-nido : 

se repitió _la siembr_a en un frasco . de Ro~ que 

corit:en!a el medio de Agar __ Infusión Patata (1), . 

luego se incubó y al obtener la semilla de bact~ 

- ~ · . riás ;. se :inoeul6 1 ml en cada frasco .de Rowe ha.s

.ta complet_ar 18, . se incubaron todos a 37°C~ ,,du-

.rarite 72 horas · y al final se lavó el C:Últivo . de 
. . 

. cada frasco . con 15 '·ml de solución salina buffer a 

da · por cada . uno, · las suspensiones_ bacteria_nas :que · 

se obtuvieron fueron· cent:i:':lfugadas ·_a 10,000 · x G · 

X 10 minutos comiervando la temperatu~a en ' 4°C. 1 

_este procedimiento se repitió con ~1 objeto de .:. · 

lavar el . páquete .· de bacterias en tres. ocasiones 

con agua _ tr.idestilada, posteriormente se · resus-.:. 
. . . . 

· pend.i6 en . una s_oluc.i6n de sacarosa O. 44 . M. y el.!:!_ _. 

ruro de magnesio 0.03 M., la suspensi6n obtenida 

se coloc6· en un fraccionador RIBI-Sorvall**, Y. · ~ 
. . .· . : . . . . 

·-------------------------------
* Comida por el Departamento de Inmunología y Vi:i:'olog1a, 

· . FMVZ .U.N.A.M: 
' .. ' .**Chicaqo Xnc. i U.S~A. 
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Al 

se· le aplicO una pres.i6n de 11,350 Kg x . 2.54 ·'~m2 

(25,'000 libras por pulgada cuadrada,>, .en · el. pro- . 

. ceso . de ruptu~a las bacterias S~ . pasarori , a·~ t~~~- . 

·, v~s· del fraccionador en 3 ocasiones, 'con· .. el oliie' · ... '': . . ' ' .· . ' • - . 
to de asegurar la destiucc:lón total de' las , ba<7t~.' . 

. ·. 
rias. · ;. ... 

. ,:· 

Extracc!On del ant!geno BSSA. 

.. . . . 
Eii. producto ,fráccionado . se . ~ent:r:i.fugl5 . a · . ~5~000 x . 

d x: ,lci minut.os, . des~u4!s se e].imin6' e .i pr~ci~it~-' : 
·. _·do ' y e~ .~~~r~l1ad~te se envasl5 en forma est4!z:il'/ ' . 

: ·· ,es~e .pród~c'to se almacenó durante su utiÚ.zaclon 
. -~ -

. a ' ;.:.20 .;;(:;. · 
-. 

cuantÚÚ:aci6~ d~ ~rote!nas, en . el , án~!cjeno BSSA'; , 
,::_ :·. : .. . 

Al .an~!ge~o obtenido . se le deternii~O .i_~ caneen.:.; 

t'Í:·áci6ri de próte·!~~s pc.ir '.el m6todo de , Lowry~ : . .... -' 
-~·· · .. . 

•'. ; 
; -

'A la :técnica :original descrita · por Engvall .·Y Per!, 

inan (17)~ . se le real:f.zaron las modificaciones 

que a .ct¡mtinuaci6n se ·describen: · . . 
. . . 

. SensibÜtzacil5n del .medio soporte. 

' ' . ·.. · · .. 
·se utiliz6 un lote de ·placas de microtitulaci6n* 

. . . 

-------------------------------.. ,.; 
·. * M:tcrotiter platea~ cookes Enginnéring co., u~s.A. . . ·--::¡~.~-'. 
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: : . . 
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. t : 

·. · .· 

.· .. 
'· 

las cuales fueron sens~bilizadas con ant!geno s~ 

luble de Brucella suis (BSSA) , · d~l que se, depos! 

taran 170 microgramos en todos y cada uno de los .· 

pozos destinados a · las diferentes d~luciones_ de·' 

los sueros, posteriormente las placas se - :inc~ba·~ · 
ron a temperatura ambiente .durant_e 2. horas.·y _ d~~ 

. _pu~s a · 4ac~ durante 20 · horas,- real:i:z;arido este· :.....: ·, . 

procedimiento en _atm6sfera ht1meda . . El objetivo 

- . 'de este paso fÚe unir el ant!geno al ' poliestire- ·· 

- · ·no d,e la placa, cubr~endo ei fondo de. cada uno _- · 

· .. . 
-de . los . pozos~ _ 

.. . . 

. . B) . Apl.icaci6n ·del , ~uero problema ~ 

. ~ . . 
' . . 

A t·Oda~ las, placas se les elimin6 el ant!gen() --

que no se adhir:L6 _al . poÜestirtmo, puesto que · se 

· lava~on en tres~oéasiones · con una .solucii6n de;..:... 
. . . . . . 

PBS7 Tw.:!m:-20 O.OOS%(soluci6nlavadoral~ po~terioE_ 

m'ente las · placaa se dejaron secar a temi:ieratura -· 
. . . 

amb:i.erite _. Cada suero se ,diluy6 por separado 

1: 2S·· utiliz:~nd~ .cano · d:liuyente PBs-Tween 20 . albti 
. -. 

mina - 0~05\ pH 7.4 · C~ol~ci6n · am~rtiguadora}, .se-

agregaron lOO ~icr~litos d.e la soluci6n anterior . 

a . 'todos . y . cada uno de los pozos a excepcÚ~n . dé . 

los controles, ·. después a cada hiler'a de poz~s -:-- . 

de~ti~~da _a l~s sueros r se les agreg6 (.dnicámen

te al primer pozo de .cada hilera) lOO microiitos 

de la 'diiuci6n · l:25 hecha previamente, realizan-

18 
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C} 

,·, . .: · 

do series de diluciones dobles hasta .la dilución 
. . 

1;12,800, cada muestra se efectuó· po~ dupliC:ado, . 

posteriormente las placas s.e incub.!l.ron· a · 37 °C. 

enatm6sfera .h11meda durante' 120 mintit~~--
El objeto del presente paso fu~: · uni~ los . anti-- . 

cuperpos dirigidos contra Brucella suis, . a el - . 

ant1geno pegado en las placas (en ' el caso ·de ' su~ . 

ros positivos). 

Aplicaci6n de gammaglobulinas de conejo d_irigi-"" 

. das contra la fra~ci6n I9G .del suero. de cerd~• .. · 

Se repiti.6 el m~todo de lavado, y se_cado descrito 

anteriormente, despu~s se agregaron · a .cada uno:.: : 

de los pozos: 100 mic~oÚtos de una soluc:_16n de 

gammaglobuli~as de conejo y dirigidas coi\t.J:a la · :· · 

traccÚ5~ · :i:g<i .del suero de ce~d~, ~stas se diluy!i 

.·ron . 1:200 ' en solución amortiguadora, posterior;_":' 

mente las -placas. se incubar~n a 37°C. en atm6sf~ . - 

' ra hdmeda durante 120 minutos. 

El· objetivo del proceso descrito fue perm.i.U~ -la 

unión ··de la anti-IgG de conejo .a los anticuerpo~ 

IgG . df!l suero de cerdo, ·los cuales previamente . -

se unieron al antlgeno . éoloéado . en 'las placas 

ten el caso de sueros positivos}. 

19 

... . ·· 

. . 

-· 1 



:_~ .. 

¡·. 

: .. _. 

·.·, 

D) · Aplicaci6n de. gammaglobu11nas de cabra .. (conjuga- ' 

das con una enziina) dirigidas contra ·laa ·gamma-:-.:. 

globul{nas G del suero de conejo.: 

de : cabra*~ ·que estaban dirigidas' contra ·.la . frac_. ' 

. ~16~ I~G dei : su~ro .de .co~ejo, · - ~Stas S~ dÚuyer~n 
. . -. . . . . . · . 

. 1:500 , éon ·soluci6n amortigUador~ y se aplic'.iron,' 

despti~s la_s piad~s se incubaron a 37 oc. en atm6~ 
fera. hllmeda d~ante 60 minutos ~ 

En estet paso. se logra la unión de las gamma(]~o!:l~ · 
linas G de cabra (conjugad~) con las ,gammaglobu_. : 

. . r . . 

: ... -~-

·.·> .~. ---
. .• . ·· 

. ' . . '· .:·.~ 

linas G :dé conejo, las cU~les se unieron previa- .. .. ·· 

·.· . . :. 

mente al c~plejo forll\ado y .que se describé . en . 

·los pasos · B y . t. · 

EL Aplicaci61'! de substrato cromogénÚio~ 

Se rep.:ltiO ~1 m~todo de . lavad~ y secado~ . luego -

·se ·agregaron a cada Uno . de los pozos; 100 micro.o 

litos de substrato cromog~nicor el cual . se diiu_;:. ·. 

_· .. _:~-~~~~----~--~-:_: ____ ~----~-~-----· 
~ --' Allcaline Phosphatase Conj. Anti Rabbit IgG · · (goat}, 

. Miles Labs, U.S.A. 
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. . . · _, . . 

. ' ... 

··'· . . '• 

· .. _·_: 

·,. 
y6 en .amortiguador . de ·oietanolamin~ · al · lo\,'~ p~ ~,..; : :··:·~::\~:; .. ; ~~ · : 

las placas f~~~o~ . e~tonce~. -~b~~das,;:._:~·:: :~·.:::;~ 
a·J?,oc. en .;tm6sfera . ht1lneda ' d~ra~t~ ·: 3o · : '¡_,·;: ::_; 

• .-·: • •• • ¡ ' • • • • • - • .'~. ' ::·,-. : •• : • • • • ~ • : • ... ' -. 

·, ' · 

·.·· .. . ·, ·_:, '·: .. .r::·;-
' . ~ : :' . :: ·. __ :·~: 

~ Y: . :~as : C:.túll~s :: · a su vez . ideritific~ . ' . ,..., . 't~ :<::.:/ : 

0 :~~;~~L~~:~:c::::•:.-::~::.:~::2.~;~~ ""/~;"~ 
.. . :_ .. < ·· ~~6nica .no muestra c~loraci6~~ . ,;: ·.::·~: .. >:; • 

. ··- --! • .-. -:).: 

.. . ... . Apl:f:caciiSn ciE! · RidriSxido . cié .sOdio. 

. . ; 
se· adicionaron só microHtos . de : ún~ ~oiuci6n de· 

:h¡d~¿~i~g_d~ s~io ·j .. ~ .• :a ··· tod~s .Y -~~~a. u~_o/ ci~ : 7 
·• ': los p~zos; con. ·e.l objete{ de .:detener lll reacci6ri . .. 

. . ,. ' . .--.: " .. : '_ . . . . . _· -: , • .. - . . . . . : : .'' ·.. ... . ,·- · ' ~- . . : -. " 

·• · eni1miltica·· 'y proceder · a lis · interpretaciiSn ~ · · .. · :: .. 
. . . ·:• l . • 

' . 

:., .· 
. •' ,.· 

·.:·-.. -·:-· 
. '-_, . ~ . 

_:, .. .... 
·- · -· 

·. , 1' • 

• ·' 1 

. .· · 
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· ... . · 

G) Controles. 

··:- ·~--

A _todas y cada una de las placas se les _ incluye~ 
. .• .: . • • t . . -. ... :..:. ·:· ' 

ron . los siguientes controles: · 

nÓ _ BSSA y al q\le se ajiadiO lOO ~icr~Ltt:o~ d~ >un ' 
_suero neg~t:!:vo, post_eriormente se agr~gó · ei C:6n\
plejo descrito. en los pasos e, D y E,:_ realizando 

-·. los procesos de lavado y secad~ entre ~ cada paso, ' . 

no se debe obs,ervar reacción (coloración) • 
•: . . .. -

tra ~gG d.~ . c~r~o,l .• . 

. l'OZO . sensi~i~izad~ con -antígeno y al que . se aña;_ 

dieron 100 nlicrolitos de una sólu~iOn d~ ant:f.-:..;,:;_. 

euerpb~ uia~cadores .· (maniobra realizeid.a_ en ~1 -· pa~ 
~o C), :pos~e_riormente ·se -·afiad.e el comp!É!jo d~~~- · . 

· crito en los · pasos · ~, - E y -F, · no se observa · reac-

de anticuer-Pos de cabra marcados con una enzima - ·. 

C.conj~gado). , Pozo sens:f.btliZ~do con ant~geno, ai 

que se añadieron 100. m1crolitos de conjugado, 

después :dE!. los respectivos procesos de lavado y 

· secadÓ· se ·le añadieron loo · microl:f.tos de _ substr!_ · 

tó, se agregó des:;)u~a · la soluci6ndel _paso F y 

no mostró reacción• 
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._,· · 

,_cóntrol de substr'ato·,· 

. : .... · .. 

pozo s~nsibil.izado. 

que se ~ aqreg6 e.l .comp.ÍejÓ · pr~dU:d.cÍ~ . en · ios: paso~ . 
· s, e, o y E; aña.dÚ!ndole cié.sp.U:és la soluCi6n . 

pasCI F, · no se ·observO . reaccH5ri ~ - · 

Pozo sin -sens!bilizaci.6n de , an:t!gerio · y 
, ... - ... :, . ._ . . . · . . . -{i . .' :. -· 

agre(j6 el complejo produé~do éri~- 1~-;,¡ ~:~sos" 
. . 

D y .E, afi.;,_dÚnd(lle des.pulis ~ la : sÓ1Úci6n ·del 

.. F .~ , no . se · obs~rv6 · reacci6n ~ 
~ . - .. . 

- . ' . . . . 
· . . ··· 

.' , 1• 

,.· . 

--. ;· _. 

·• .·:· -. : :· 

:. ·.·· . . _·. 
; .. _ 

. :. . ' • . 

·.· · . -~ .. .. 
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. rv. ·RESULTADOS • . · 

·Mediante la tl!cnica de ELISA, se detectaron anticuar..: . . . . . . 

pos I~ .. ·-~irigidos c::ontra . BruceÜ~ : suis ~n 12 de los 17 sueros -

.-: 

Cuando se realiz6 · la e~tandarizáciO~ de la tl!cnica, _.

. se :·~tilizarori · los primeros S sueros mencionados en el púnt~ ric1-

me~ci l, . los . cuales se consideraron cómo controles pÓsitivos; -:-- · 
/ .. ~ 

"ios . t1tulos . .de . anticuerpos que se .· detectaron . en l!stos; :_ variáron . : ~ . . . ·. , . - . . . . ' 

'de ; h400 : ~ l:l2.,800 • . Estos resultados se reproduje~on ' en 88\ ~ , 
'. ' . . . . . • . 1 ,_ .. , . . 

'~( r-~~~~1:rle~ i~' E~IS~ eri tre~ d1as d:tfe~entes ,_ obtenie~do una 
)·,._: ., •' 

var~aci6~ ··de ' l2.2t> A los ~iBDios sueros se . les ' realizO · l~ · tl!c-.. _-, . . . . ... _ . 

. ; .. -:~ic~ (l!i' s . · oc~siones durante 1 _ d!a~ los titules que · se obtuvie~- . 

· ,' · rori/ fueron iguales y co'ri ellos se. realizO el análisis ·de ' varian 
.. . ; . . :: :. ·· ,·_ . .:.:- :. . · . . . . . . - . . . . 2 . . . .. _.- -

·· .'. za de . Friedn1an,·- obteniendo.estad1sticmnente . x • 1.3, valor . que ·· 
• .. · -·· ' .:.- · ' . . . . .· . '-. . .. . . 

. cuando se aplic6 la · tl!cnica ·. de ELISA ·. (estand~r'izada) , 
•.· 

12 ~ueros re~tantes cuyas caraéter1sticas se desc~ibEm ·en 
,: 

._el· punto ntbnero ·l; ios t1tulo's _de . anÚcu~rpos IgG detect~dos v~ · 
·. · .; '.• .. 

. : ri&ron de. o a · l:6;400 resultando 7 positivos y 5 negativos • . 

.. · 

- ..... · 

. .. . 
'• ., 

:_·._: : ' ·., 

- . .. -. _· . .. ·· 

_. ,, :. . .. 

·.• 
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· GRAFICA No. 1 

o. o. 280 

su -· -

~'· 60 

40 . 

·.- · . . 

4 

es 
,·_. 

.. 
:·.· .. '·. 

.·.· .· 

o. L..~-e~~~~~=::;~:=:;~~--~ 
·15o mi 

. ·~ol~/~i; . 

20 40 . 60 80 . 100 

SepuaciÓn. ~e g~glob~linaa s~r ica~ : de 6erdo . ~r · ... 
cr~iriatoqra:f!a DEAE ' Celulosa-intercambio an.i6nico~ 

·-_ e]_ ~ - Fracción Igq (Identificáda por Irununodifusi6nL 
.. 

radial). 

c2 .~ Fracción IgG. 

. Cj~'":' Fracciones IgG e IgM~. 

c4.- Fracciones IgH e IgA. 

es ~ - Fracciones IgM e IgA. 

. Cfi.;- N. I. 

N.I. · NO identificada. 
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·. FIGURA f 1 
··-.·.:.·, .. "·, 

DETECCION DE ANTICUERPOS . SERICOS DE CERDO CONTRA ~mJCELLA . 
~. POR ELISA: . .. · 

. .. 
' ." : 

.. _, __ _ 

... ··. . •.. .1 R.· t . SUER~ DE CERDO SOSPECROSO-. . •· 

·,.· ·. ·· ·. . : .: .·_ . . , . . · ... , . 

' · \ ·. 

. . . ·, 

::· . ' ,· . . ·.. . .,,_·:: 

. J;;,,¡~;~fr:. ; ~'7;:;::.,~ DIRIGIDA·· ~ONTRA : 

. ~--~~;.: _-~ · .... ': -- .. · ... . ·· .. · ... 

·. ·. . .. . ·- ·· . · 

'. 

· ... ' 

. . :"· 

::: .• ·.¡ 

•··.· 
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CUADRO i~o. 1 

ANTICUERPOS SERICOS CONTRA Brucel1a ~is. 

EN CERDOS DE ABASTO POR LA TECNICA DE ELISA. 

No. TITULOS EN OIAS DIFERENTES 

SUERO * 1 

1 
13 

33 

1:3200 1:3200 1: 800 

1:1600 1:1600 113200 

"' 412 
-...1 

1:3200 1:6400 1:6400 

430 1:1600 1:1600 1:1600 

1336 1:1600 1:3200 1:6400 

l1EDIA 

GEOMETRICA 1 : 2110 1:2784 1:2784 

* CON AISLAMIENTO DE BRUCELLA Y MIF POSITIVO. 

VARIACION INTERENSAYO a) UNA DILUCION c. v. 23.4% 

b) DOS DILUCIONES C. V. 11.1% 



.... 
(XI 

No, 

SUERO * 

13 

33 

412 

430 

836 

loffiDIA 

GEOioiETRICA 

* CON AISLAMIENTO 

CUADRO No. 2 

ANTICUERPOS SERICOS CONTRA BrucelL, suis, 

EN CERDOS DE ABASTO POR LA TECNICA DE ELISA. 

TI TU LOS POR QUINTUPLICADO. 
~ 1 2 3 

1:6400 1:6400 1:6400 1:3200 

1:6400 1:6400 1:12800 1:6400 

1:3200 1:1600 1:1600 1:3200 

1:1600 1:1600 1:1600 1:3200 

1:1600 1:1600 1:1600 1:1600 

1:3198 1:2784 1:4849 1:3198 

DE BRUCELLA y HIF POSITIVO. 

VARIACION INTRAENSAYO x2 1.3 r 

p 0.69 

5 

1:6400 

1:6400 

1:6400 

1:6400 

1: 400 

1:3674 



CUADRO No. 3 

TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA Bruce11a suis 

EN CERDOS DE ABASTO POR LA TECNICA DE ELISA 

No. TITULOS DE ANTICUERPOS EN DIAS DIFERmTES 
SUERO* 

2t38 1: 3,200 1: 3,200 la 6,400 

923 1: 6,400 1: 6,400 1: 12,800 

494 1: 3,200 1: 3,200 1: 1,600 

964 1: 1,600 1: 800 1: 800 

419 1: 800 1: aoo 1: 1,600 

30 1: 800 1: 800 1: 1,600 

32 1: 400 1: 400 1: 200 

480 1: 400 1: 400 1: 200 

1 1: 400 1: 400 1: 400 

917 1: 200 1: 400 1: 400 

474 NEG. NEG. NEG. 

929 1: 1,600 1: 1,600 1: 800 

UEDIA 

GEHETRICA 1: 1,583 1: 1,533 1: 2,233 

* SIN AISLAl.UENTO Y NEGATIVOS POR COOHBS Y AGLUTINACION LENTA 

EN TUBO. 
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cuADRO No~ 3 
:, · 

· .... 
- TJ:TULOS _ DE- AN-TICUERPOS CONTRA- Bruce~~a . su:ls · .. 

. ·· .. -_-_- ._ 
· , EN (:ERDos DE ABASTo Pon LA . TECNrCA o:E E:LISA 

: .. ; . ··- :·· .· :,.·· 

. . . . . 
· ·. No ~ · 

SUERO* · · , 
TJ:TULOS DE 

288 

-~- ., _923 .·· 

<.49_4 :. 

' ·.> 964 . 

4l~ . 
·-·: .. ::-. 

·. :-._30 

'\\ 2 

. ';. 

.,;· 

. ' . . 
~: 3,200 . • 

ú 6;4oo : 
' 1: 3,~00 . 

-1: ' Í',600 

1: :BOO . 

li · •. ·800 

11 · · •oo. 
·- l: ·:; 4oo · 

1: 400 

'¡': ' 200 

. . •NEG. 

_1': i, 60!> 
•' : .. 

1: 1~583_ 

1: 6_; _400 :<• .. 

·. '-i: <3, ioa 

·1: 

1: 

; .. ·. 

, · ,. · .. ,-. · 
• · - * SI~ .Al:SIJUUENTO X NEGATIVOS POR coozms. Y AGLUTJ:NACJ:ON Ll;:NTA 

. . .. ·; . . : "·' .. ~ 

·. EN TUBO. < 

:•,. 
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CUADRO bto. 4 . 

. TrrtJLOS . DB ANTICUERPOS DETECTADOS ·POR ELISA , 
', COMPARADOS CON OTRAS 'TECNI:CAS SEROOOGÍCAS ~ ' ., 

. ; .· 

..... · 
' ,• 

~ • ;~· . 1 '·. ' 
,.· .. 

· A. ·.Lenta . 
· en Tubo .' · 

1:20(-) 

(-) . ' 

(~) ': 

·,, ( .:.) : ' 

.<:..r< 
,·, ,( ,...) 

' ' ' 

. . l:lOq(-} 

.. . '·'· -1:25 <-F· · 

. <-> ·. 
'' <-l> 

- ~ ,l::_,~s {.:.) . 
. : f-:) 

... 

· ·coo!Ubs 

.'1:40(-) ' 

(-) 

( .;..) ' 

.( .:., ,' ' ' 

<-> 

MxF :: · 

+ 

. '.+ :'· 

+ . -: ·· 

.'· /" ' 
+ 

. (•) .. . <> ' - '. 
. . •·. ( ~) '' 

. : . . 

ELISA 
·· ·.:· , :,.-:: 

.. . , · . 

' 1:6,4oo. rrr 

:~: :.i.d,e.oo_ ( :tl · · 

: .1:6,~oo:; < ~ > .: 
1:1,600(+}'. '> 

. l i6 ·1~0d, (·if ',• 

i:li~aoo<+r -

' ii:6;400 (+f.· 
~ . . . ~: . . .. ' 

·- ~ ·.: ·\:: ;:. :¡?3;_2oo . . <+r. · 
.. : . .. .' : 

1sis (..:.> 

. ·· . . (-) 

(-) . 

. ( .:., 
11;40(-) 

; _. · 

·- · 

·-- ·-·-

is l~600, o (+ )~·;> . 

i 'il,¿oó <~{' '.-
- , __ .-

i.seoo · -<+>,<' 
. .. - . . . 

1: ,800 : ( . .:)-> 

: ( '-) . ·. ' . : ( ..:.) 

f!liitlo~:~:;r" ·· <:::::~: •· ··· ... :::::=: .. 

i:4oo . . <:.:,_: · · 
·-.: 1: 4oo :>. -r,..> :·.• · 

· ... :: i'i4oo · <..:.) . 

. . ,_· . __ · _:-

o ' .· (.:.) 

fri!'ff\J~~~o1;:~0YU . 
'' . . . ~ . ' . ' ._ .. _ . ~ -. ·. 
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V. DISCUSroN. 

. .. ; 

Los resultados del presente demuestr~n . >qu~ . la t~cnf . 

. ca ELISA es áltam~nte · sens.tble . en ' la detecci6n de ' gammaglobú~ · . . . . . . . . . . . . . ' . . ·: . . 

. ; . 

. : lirias G: d~l suero de' cerdos. infectados por · Br~celia ' ~uis, :~-~ : . :' > 

· puesto qu~ detéct6 .12 suer~s pos~Úvos de iofi ·i 7 prob~do~ Y ·:=:- ,:'·· :-

..... ,· 
·:los de · IgG en .los· ;5 au.eros controles :positivoa·yi1riaron de '-:-·< ·: .: 
: 1:400 á 1': '12~aoo; .cuando se repiti6 la prueba .a cada ·unó de· .. ...... . . .' . . ' .. . · . . .· . ' .. : · . . . : 
. btos sueros : en 'tres d1as dif~rentes; los Útui~~ . detectados- .• . . .. ' . . . _... . . . . . ·.· · 

; · ... . 
la. prime.~~ o(:asiÓn se' .reprodujeron en . un as\; :· cifra represen~ ·, '.c' . 

. tativa de buena . reproduc.i.b~lidad (2Ú' . para aceptar 'a ; t;~ta : 

.. t~~nica · cOJI;o prUeba -serol6gic:a. ·· 
. .. 

· . .. 

· -::·.:··-·. No : ÓbSt~ñte · al _ analizar cada paso: de ' i'a""7táCiliC~, - -d!:!,. .... 
. bido i la var1ac16ri presentada·· en. los t!tU:los, ~e descubriEi~;.;· . . . . . . . . . ..: . .. 
' i:;,~ ·J,oil , fá~tore~ qúe · pi.ob~leme~te diSIII:l.nuyei:on 'la ~eproci~ci~ 

-: . ·.' ' . -~. - . . . . ' . . . . 

bÚ'idad, uno . de eÜos f~6 la deterroinad6n ocular de . . los . t!t~ 
' . '. ' ., ·' ·!· 

., :ros .·en los . ~ueros , prob~dos, puesto - ~e· ¡.i conc~pci6n :visual. :-:- . 
~- ~ . . . ' . . . ' . . . . . . . . . . . . - . . . ' ' . . . : - . . 

·:·· :P~~de.= V~ia~ -· ~e : ~ri d!a ·:·a otro, ·· y Por .lo t8nto ,el· t!t':li~ . que __ ~· - · ·· ... 

' a'~ determ.i.n6 .en ti~ dia vari6 al i~terpret~s~ 'eri .. otro, .· cuand? : __ . 

i.Íls lectura~ se realizan con un fot~color!metro* especia1men:::- -. ... 

. te . .'di~eñado para . ásta · dcnica, los ~!tu los obtenidos ~e .. de te~ . · , 

· :-_·ra:i~a~ . con --.-eX~ctitud y - pof e_nde áon_ d·e· .. 90 . a . l.~Oi repro~~ci_b~es. ·_ . . ( 

< · 
.• , Titer!:ek .Multi~kan, :Flow Labs., Helsinki, Finland. 

: , .· 

Ji 

. . 



'·. · . 
· ·.; · 

Otro factor considerado fu~ la naturaleza cruda del 

ant!geno · \ltilizado (.BSSA), debido a que es . ~na mezcla de cua- · 

tro elementos (.4), lo cual :~~ocaS"i¡;n6 que la ' c.int.idad desposit~ · 

' da en c~da uno de los pozos fuera variable, colocando 'en oca- . 

·· · .. sienes más cantidad en ;unos y . menos en otros sin embargo. se . 

. logrO estandarizar el . nienci.onacio antígeno, puestó" qÚe la , va:-:-

_,.: 

··. riaci6n originada por ~ste factor permanecí~ const~t~ ~ 
.. ' ~ -·.-- .. 

. ( x2.~ .·l. 3 ) .de acuerdo .con el análisis estad!stico . de· Frie~an 
. . . . . . . . 

. y :que .. señala una probabilidad . t p <o~ 69 ) cuyo ·-;alar . no. se 'con'- ' 

diera~ig~ificat:i.vo. 

cuando la dcnica ELISA ya estandar:i.uda. se .uÜÜz6 

. en el ·cüagn6stico ~de los 12 sueros restantes, los tÚulos '.de- . 

"':l:gG detectados ,faria~on de O a i: 12~800 ~ el anál.isis estad!!_ .. ·.·. -·' . .·. •:. .. ·, 

Úcos .de ¿stos nos mostró una media . ( . X = 1: l,SB3 ) . que como. 

gci:po e•sd ~ p~r' ·· abajo de la obterlid~ eri los s su~rós coritrol~s 
positi~os. <x:= ·.1: j; 2001, ~stos resultados nos .indican que ; ~a: - :, 

: t_~cnicil ·descrit.;_ . diferenci_6 como grupo a _los sueros i>o~-itivos . , · 

·;r de los ·nega:úVos, ·. no . obstant~ .haber obtenido sueros cci~ · t!'t~-. 
.' ,. . . - ... 

. los ~ltos como el 923 (. l: H,SOO), y .los 288.i 494, 30 y929, 

. ,los., cua:ies resiútaron negativos por _las técnicas de ·coornbs Y-: . 

Aglutinac:f.'ori Lenta en Tubo, éstos t.t'tuios .Probablemente s~· de . . 

' ' .·:bieron a que se iniciaba la infección Ém el aniinal y/o existía . 

una .cantidad baja ~e anticuerpos que sol() fuedetectado por la 

ELISA • .. Estos .resultados son s~ilares a ios obtenidos por .., 

HAgge q3{, 6uarido ia utilizO en el diagnóstico de hU!Íianos 

·. af'ect~dos de . arucelósis. 
- ¡ _ 
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. · ce acuerdo con el 'á:n4l:í:sis de los resultados, .se .e:!_ ·' 

tableció. " uri tttulo . suger~·nt~ .de ·:r.ntecci6n ·por .. sruceua: · s~is ~ :- .· 
, . . •.. ,. . . . - -·- . -

~1 .· cual . se ·.obtuyé) cUando ' se. consideró . el t1tuio ·ms.s : ba:jo .de .· -

. iC:,~ _O'J:>ten:ldos en los .S s~eros é~ntrol~s positivos: ({: ~;600), ,· 

; , ~ .. i:.iu:e debido a .la .var1ae:;i6n de -.la t~cnicá, se ~stim6 una : dilu ' .. . . . . , . .. . . . . ':':. . :· . · ·- ,· - . ~-:.:~ 

: c16n por abajo .de ,~ate, como margen para . ccinsiderar-·et · los _ P()~ 

> - ~· S.:ttiyos ' ( :1:: aoo i , po~: lo . tantci los sueros que . ,ast~~an : IÍ!~r:-: . 
.. _-.__ ·. .. · ;-- -:·/ ." 

·. ;:., . · cá~os con 'los ndm~z:cis: 9-23~ 288, 494, . Jo; 929~ : 964~ :.y 419. - . ~ 

... '';;!:'\ :.,·< : ~ost'r~ron'··~!tulos ; de rgG que estuvieron dentro ,del raricjo 

::;:~:::: ·· ·::': :( :~ : :· · cio~~<:io e ¡,os:r.t:r.vos .> ~ ·- ' , : :· . ' 
:- .. :- : . : . ~ . · .. ': :" . ::' . ' ; . . . . ~ . 

. . Los .t!tulos 'c:ie 1: <4 00 o menores ·. se.- c~hsidera;x;cin · coino : ; 
<:.: :.- -

.il~q~'ti\.ros ~ - p~e!'t~ .:qu~ · ~a tos : ~mdier~ri d~b~r~e - · a ~e~c~i~n~~ ;: cie. '_...; 
~~ÚgenicÚf~cÍ ·;cruzad~ que Brucella suis tiene· ~on Ótras;jla:c..:-. .-
- . - ~ - - ' '--' --- ·- . ...~- - : 

te~ia:;~·< · 6·~m·b~ YersiÍli& eÍ"lteroColitica .. ( · pri.ltCipaiment~·: e:n' i'a..· .. ·- .:·. 

;;;\ ~:.~lr~~~i6~' ~~~poli.~acárÚ_o ·) czÚ, ~s~h~richla ' ~~']_¡ :> ·. ; : ~s~udÓ·~~ : .' 

._: ·,:"·monas . sola~~~e:ai,im .(29) , - quii:mes infectan con bas~~ni~-' f~e~-~-

.. ' ,' t,j,t,::í:f;:.·.:~·.~:::• m~::~:;.::,:: :::::.;·:::: <~: . ::.l :~;: . 
:} y-:474 r,~slflf:,aron negativos. · ., .. . .. · ·. 

·· · , ·'·.· · 
.· ... ·' ."· ·· .. 

! .:., : 

.. ... . 
_';'.' 

. . . . ~ 
':-':-:·:· , · .. . . . '. ~ 

· . .... 
.. ·.·.· .. 

·: -

. ' ~ .. . ; .. .. ·· ·· · 

. ·• . . , 
;·. 

:· ·· 
·.t ." .. _.· .. ~· . · . 

. , _. 
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Vi •. CONCLUSIONES·. 
. ~ ' . 

i . ..;, La t~cnica de ELISA dÉ!l!lostrÓ alt.a . sensibii.idad, : . 

. al dete~tar · la .presencia de anticuerpos -IgG contra Brucelia

suis·_ ~ .en muestras _s6ricas de cerdos que se habta~ . d_ia~nosti~: . 

cado por otras t6cnicas·. 

·_. ·.-
2.- La ÉLISA no pre~entó _dificultades t~cn:Í.cas eil .., · ·· 

: su implementación; asi..como en la estandarización · de ·«i!sta · pa-,. 

', r~ . le CiiagnÓsti~a· de .la . ~rucelosis . po~c~na ~-

· · i.- Ei - ~~.inisis estadístico demostró: que' los ~e~u!_C · 
' • _.;._. ; ' 

·.·. tádos .·cibtenidos. eri c ada uno de' los sueros probados mediante :-:. 
': :..' · .. - . ·' . '· . . . . · ' . . . . 

·. ia_: tf!cnica ·de .,ELISA, fueron _88\ reproducibles, Y. que solo va- . 
-

riaron', en U:n -: 11 ; 2,, valores que la hacen una t6cilica serol(5q!_ . 

. :·:cJ.: ·~;d~~~d¡¡ ·y que·. puede ' ser utilizadá en la detección ·da cer,-_:-

de articelosis. •.• > ·. 
'; r. '• ;-: 

· . ~ :4.- se.· det:e~tar~n mediante la ELISA, · i2 sueros·· pos!_' . 

- ·~' ·· aru~elo'sis y 5 negaÚvos. · 
~t . r-. :' . ~ . . . . . . 

·, 

·. 5.- Ea, ~P6rati~o :a.I_DpÜar . los estudios · sobre la t6!:. :· 

·:-RiCa· EL:tsA, :que .· se ·imP1Em.en1:6 .Para-~1. diaqn6~-tico -de · aruC~~~..:.-::·· ·· · · 
:·~ : ."':. .. ' 

sis p_o~cin!i; empleando mayor .na:ilero . de ani.Itlales · (población s~ . 

.··-: . . 

-·-:.1 

na 'y enferma),. con ei objeto de ~stablec~r ~on precisión, : lo~ .. 
; -.: . 
: t1 ~ulos · cii.agnóst:i:.c'cis ·de enfermedad en lo·s cerdos. ·. · · 

.34 
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