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EMPLEO DE AWTIGENUS SULUBLES DE Brucella melitensis y Brucella
abortus PARA LIFERENCIAR BUVINLUS INFECTALUS DE VACUNADCS LTILIZAN-
DO LA PRUEEA DE INMUNUDIFUSIGN DUBLE.

Juérez Pefle Vera, Maris Mercedes

Asesores; M, V. Z, Aurora Velhzquez
M. V, Z, Gererdo Eliss D.

Se estudiaron serolfgicemente 160 sueros de Bovinos con his-
toris clinica de infacci6n con Brucella sp y de vecunacién con 3.
B. sbortus cepa 19 y se encontré que la prueba de Inmunodifusién
doble utilizendo el antigeno Poly B es més especifica y menos -
sensible que la pruebas de Fijacién de Complemento.

En la prueba de Inmunodifusién utilizendo antfgenos de B. ma-
litensis B115 se encontré cue solamente los sueros de ganado Infec
tado rssccionsban con éete antfgeno.

Los suproe da ganado vacunsdo pudieron reasccionar con antf-
génos elsborsdos s partir de j, melitensis 16M y B. abortus 195

Entonces la prushe de Inmunodifusién dobla sirve pera diferep
ciar animales infectados con ceps de campo de los vacunados ton h

B shortus cepa 19,
Nov/16/82,



INTRODUCCIUN,

La Brucelosis es una enfermedsd infectocontsgioss csussda

por Brucells gbortus, B. melitensis, B, suis o B, csnis qua sfec-

ta a bovinos, csprinos, suinos, csninos y s humanos. En el siglo
XIX fué descrits como Aborto Contsgioso o Aborto Infeccioso. En
1887 Bruce aislé el primer sgents del género Brucells s psrtir
da cssos de Fiebre de Mslts en 1ls isls de &ats nombre, més tsrde
le dio el nombre de Micrococcus melitensis, El agente csusal de

la Brucelosis Bovina fué descrito hsstes 1897 cusndo Bang s8islé
una bacteris Gram negativa, a ls cusl designé PB. sbortus (6,21,
34,43).

La Brucelosis plentes un dobls problems, el ssniterio y el
econfmicoy

p) Desde el punto de viste de la Salud PGblica ss trasmitide
directas o indirectamente del animal sl hombre. Como la enfsrme-
dad no s8 trasmita normalmente de un ser humeno a otro, la pro-
filexisis 68 reduca a la luchs y eliminacién de le infacecién en
loa snimsles afectados (6,18,21,34),

b) Las principales pérdidae econémicss por ls Bruceloeis en
los bovinos son por abortos o nacimientos prematuros, infertili-
ded, disminucién en la produccién léctems, castigo en sl precio
da los snimsles infeclados y dismirucién de les ventas de leches
y aubproductos lscteos (18,21,34).

La importancis del disgnéstico para 1ls evaluscifn de la Dru.-
colonis ha recibido particular etencién, mejorandoes constantips
mente los métodos utilizados, ye que hay la necasided de pruebas
de diagnéatico oltasmente sensibles y uwepecificas pars poder di.
ferenciar » los animalnas infectsdos de los vecunados (%,6,14,15,~
16,17,21,40),

€]l Comitk de Expertos en pruceiosis FAlL/GMS recomiends;

8) Que ls vacunaci6n en Jos bovinoa se realice con B, plortus
cepa 19 debidn @ cue se ha conprobado nue es estable, tenfendo -
un poder inmunogfnico rcletivamrnte alto, no se ~ropase de un -
anjinal & otrpo y ec apatéorena (6,10),

b) Que se aplique m becrryss de 3 8 L meses dr edps con la dew
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sis completa (50 X qu germenes viableb), ya tuerestoelimine’los
inconvenientes debidos axla persistencia de tifitulos dc anticuer-
pos residusles de ls vecunacibn cuando se eplics en animales adul-
tos (1,6,18)., '

En 1977 el Depsrtamento de Agriculture de los Estados UniQos{
sprob6 el uso de ls vacunacitn con dosis reducida (0.2 ml de la
vacuna con cepa 19) en vacee adultas después de 24 meses de ls pri-
mers vacunacién en hatos infectados en los cuales le eliminacién de
la Brucelosis he sido indtil por medio del secrificio de reactores
poeitivos(37,38), |

Lés hetos lecheros con repetidas inmunizaciones en un periodo
corto de tiempo, tienen problemes de diagnéstico. .

Un diegnéstico poeitivo irrafutable de 1a infecci6n por Bruce-
lls es obtenido solsmante cuendo el microorgeniamo ceusol as aisla-
do e ddentificado, El aislamiento puede efsctuarse sn cl feto s parx
tir del contenidn eatouacal. bezo, meconio y pulmonea, En la vsca
,gdulta, de la lcchu. de loa ganglioa linféticos supremamarios, sub-
msxilares, tatrofarinqaoa a iliscos internos y externoe, En el ma-
cho a8 posible el aialanianto s partir de gemen (1,6,16,21,43),

No llempre es posible sisler el microorganismo cauael en Los
animales infectados, por eso para el diegnéstico, control y erra-
dicacién de la Brucelosis se utilizan pruebas serolégices que son
mAs fbciles de reelizer y algunae tienen elevedo porcentaja de -
eoficiencie (4,6,8,16,21,43),

Les pruebas de diagnBetico se han clesificado en (6,18))

8) Prupbes de grupo (Anillo en leche),

b) Prusbas individusles (Plecs, terjeta, Lente en tubo, Fija-
cién de Complemento ).

g) Pruebas complementariss (kivanol, Mercaptostsnol, (oombs, -
ELISA, Contrainmunoslectzoforesis, Inmunodifusibn),

Ante los oBtodos ten varisdos wus-se utilizen en diferenton.s;
pafoes, ¢l Lomite de Expertos en Brucelosia FAD/CMS, recomicnda
oue 1a sensibilided da las prusbas de mglutinacién y ios criterioe
de diegnfetico cue se establezcan en cuslpuier pals me ecxpresen -
siempre on funcién de)l Patxén Internecionsl de suero Anti . shore
tus (PIEAD), oue fub establecido en 1vLA y rontiene 1000 L1, ")
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entendiendose como una unidad la actividad contenida an 0.9552 mg
del PISAb, Este patrén se prepsre inysctando une vace con B, abor-
lus cepe 544 biotipo 1. También se recomiende qus no sa concade -
velor disgn6stico 8 los titulos infsriores a 100 UI/m) pare los anji
melee no vacunedos o en estado ds vacunacién desconocido y 200 ul/-
ml pare los enimales vacunados, Los animales qua tengan de 50 e 100
Ul/ml, sa someterén e una nueva pruasba 60 diaas después, No obsiaante,
si peartenecen & un hato libre se puede utilizer pruebss complemente-
rias pere detarminer el estado de infeccién (1,6,18),

Pruebs dal Anillo sn Lechas

Esta pruebs Bs une varisnte da la prueba de eglutinscién y sa
considers como prusba de grupo, Fué introducids sn Alemenis por -
Fleischhsuer en 1937, 8D &sts pusden utilizeree dos tipoe de sntf-
gsnoss uno tefiido con hematoxiline denominado sntigeno ezul y el w
sntfgeno rojo tefido con tetrezolio, Sslvo sn el color, embos entf
genos presenten carscteristicea sidilsrse y hs sido adoptada con -
cisrxtse modificacionss por el Depertemsnto de Agricultura de loe -
Estados Unidos y consiste en uns suapeneifén celulsr de f. abortus
cepa 1119-5 a una concentraci6n del 4,5%, es uns pruebs eimpls, de
aﬁplio uso en la locelizscién de hatos infectedos, las reecciones
falsas positives ocurrsn como rssultado ds infscciones no eapeci-
ficas, Ep uns prueba fécil de reslizar y consists en tomar 1 ml de
leche de 1 a 200 snimales; 2 m) de 20) o 500 animeles; y 3 ml de -
50 & 900 animales, despulis se ls aflsde una gota de Aste antigeno,
Por lo que desbo ser considebsds pers ls deteccifn de hatos lecha-
ros infectesdos (1,6,18,20,22,43),

Prushe ds Aglutinecién Répide en Place;

Esta pruebs fué adsptads por Huddleson en 1932, los métodoes y
)Js preperacién de)l antfgeno son los recomendados por el Servicio de
Investigacionss Agricolss dal Departemento de Agriculturs de los -
Estados Lnidos, El antfgeno coneiste en uno suepensién de b, ahor-
tug cepe 11196 ol 11% de concentracifn, tefiido con hemetoxiline y
verde brillante, aue si me mezcle una centidad de 0,03 ml de antf-
geno con une eerie progresivamente decreciente de cantidades ds «

syern, de resultados concordentes con los de lp pruebs en tubo, =
nE



les diluciones en ambas prucbas son las correspondientes s 25,50,
100 y 200 ul/ml (1,16,18,21,36).

Pruebe de Terjeta:

Tambibn es conocids con el nombre del antigeno acidificedo,
fué descrita por Rose y Roepke en 1957, es une prueba répida que -
emples un antigeno colorecado con Ross de Bengels y suspendido en
una sustancio amortiguadora con un pH de 3.6, le concentracidn de
ls B. abortus cepa 1119-5 es del 6%. La prucba vs rapids, sensaible
y especifica: Con los bovinos infectados experimentslmente, le reag
cién es positive mucho antes que con la prueba de sglutinacién en
tubo 'y otras pruebas, esto se debe & que la scides de)l entigenp -

insotive a los IgM y solo dejs mglutinex a les IgG (1,6,16,18,28,36,
37,38,43).

Pruebns de Aglutinmcién esn Tubo:

Es satiefactoria y te gren confisbilidad pars la deteccién de
‘infeceiones en procesos cvolutivos, El antigeno conaiste en una -
e lasBuspencién- de B. pbortus ceps 1119-5 a) 0,045% de concentracién ce-

lular diluido en solucién saline fenolade al 0,5%, Fuede realizares
utilizando tres procedimientos: a) Dilucidn decimel, b) Dilucién -
~Multiple, ) Método alterno des dilucionem multiples., Respecto o le
iﬁtarpretacidn de los resultadns deben reslizerss en funcién del -
- P16Ab, Eeta prueba tienn la desventsfa de que sustancias aglutinap
tes no eppscificas puedsn altexar le interpratscién (),16,16,20,2},
29,36,47),

Pruebas de Fijecidén ds Complemantos

Eots pruebs fub descrite por Bordet en 1909, ee sensible y e
pecifice, le rekacitn entre infeccibn y resccién rositive es sstrg
cha, Los enticusrpoe fiiadores des complemento sn animales infecta.
dos han mostrado ser de la clase g6 o 1gM, En Povinos Ja habili.-
dad de e 10G pare fijar complemento ha sido atribuide & }a sube
clane lOG‘. S0 ha comprobada nue e 1gGn no fijw complemento, Ex-
perimentg) preliminares indican qum Ia 1gM es parciniments inacti-
vada cuando se ralienta o 60 C? baje #ste candicién }a pruebs de
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fijacién de complemento mide m&s efectivemente a IgG\ oue a IgM -
(6,18,21,28,36,37,38,43).
Existen elgunas desventajas de la prueba (43):

l.- Eaté sujeta & reacciones snticomplementsriss y resccionss da
prozona que pueden opcurrir como rasultedo de ls IgGy, que bloouse
a las IgGy .

2.~ Se obeserva varisbilidad en resultodos dependiendo de las di-
fersncies menores de ls técnics, sin embarge los detos comparseti-
vos da la evaluscién indican que éste pruebs es puperior & otras -
pruebes serolfgices disponibles y como tal, es velioss en la iden-

tificacién de animales infectedos,

Pruebs da Rivanol:

Esta pruebs tiene la capacidad de precipitar e 1s IgM, pusade
ser utilizade como pruebe complementeria para el diagnésticeo de la
Brucslosis, prosefita;el:inconveniente que tiene baja especificidad
on animeles reciantemente vacunados (6G,10,28,29,36,37).

Prueba de)l 2 Merceptostaenol:

Andarson sn 1954 describe le tbenica, Se utilize el marcepto-
stanol para distinguir loa diversoa tipos de inmunoglobulines, tig
ne la ventaja da raducir el némaro de animales claeificados erro-
neementa como poaitivos cuando es lleven 8 cabo progremes ds vecu-
nagién permanente, FPor fets prueba se inactive ls IgM, perc tambiér
existe ol inconveniente oue tiene muy baja especificidad en anima-
les recisntamenta vacunados, sin embargo puede ser considerads co-
co une pruasba complementaries Gtil sn el diegnéatico de la Brucalo-
eip (1,6,16,10,22,29),

FPryebs de Coomba;

i.a prueba Antigamma flobuline bovina fué descrite por Loombe
en 1945, se ha empleado en el diasgrbéetico de lLrucelosis en humanps
y en bovinos ee coneiders come uns prueba complementaris, rues pep
mite detocter tanto los anticuerpoe aglutinantas como log ne aglue
tinantes, Aa aplicacién deo fets pruehm ha contribuido anprmements

sl Apito de alnunos pro.rares (e crradica.aédn (1,6,16,18,36,43),



Prusba de Inmunnabeorcidén Enzimsastica:

Avrameas y briel en 1Y66 uvtilizaron cl meorceje de anticuurpos
y antigenos cen enzimas., En 1971, Engvaell y Perlmann le designan -
el nombre de "Enzyme Linked Immunosorbent sssay" (CLISA). Este prug
ha es Gtil pera el diagnésticu de Brucelosis ya que se considera -
como una prueba especifica y complementoaria, Existe el inconvenien-
te de que por.su sensitilidad hay pobblemas en au interpratacién, -
(5,23,32).

Prucba de Cantrainmunoelectroforesis.

Se considara como prueba complementeris en desarrollo, epsren
temente requiere pocos reectivos. Se basa en el movimianto de las
particulas (Antfgeno y Anticuerpo), en un campo electrico, Los sn-
tigenos que se utilizan deben tener cergs negativa. La desventaja
que preeenta es de reouerir materisl de laboretorio de inversién -
inicial eleveda (8,16,73).,

Pruesbs de inmunodifusién-an Agar;

Bruce y Jones an 1958} Dimz y Dorroneoro en 1971 demostraron
que el suero de el hombre y enimales infactados con Brucells spp
tiene precipitinas pare diferentes entfgenos de Brucellam (1b),

Eats pruaba es Gtil psra detecctar enticuerpos eepeci{ficos -
presentee en el ganado vacunaedo con ceps 19 de B. sbortus y también
en el suero deo ganado infectado neturslmente (4,5,6,14,16,17),

Se hs descrito que el entigeno sumético "CY de la [jrucells spp
en fase lise (5) posec los sntfgenos A y M, Estos entigenos tienen
uns molécule insepsrable aque es £l complejo Lipopolisscérido-prote-
{ns (LPS), Dependiendo de la cspecie de Jrucella ce cue ce trate
uno de ellos ts el predominante; tienen antigeno Ay B. 2bortus, -
li» puis.y [i» Deofomee. La L, melitengis tiens ontigeno ¥, Las vase
riantes rugosae [, cvis vy ko cangs no poeeen los etf,cnos A y M
(5'1001711301401501‘3'3“)0

El LFh (antigeno “L*) es el componcete rntigénico que juesa
el papel wis importente en las prutbas rutinarier seroid.icee u-
sbdas en e} piagnéstico e hFucelosss (6,9,13,14,15,16,17,4 ),
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Se han dessrrollado varios métodos para lo extraccién del LPS
utilizendo &cide tricloroacético, acetena, petroleo~cloroformo-eter
y agua fenolada caliente, Con &ste Gltimo se obtienen una serie de
fracciones, entre les cuales estd la fraccién 3 (F3), aislade de le
fese scuosa y la fracci6én 5 (F5) obtenida de la faase fen6lica. Es-
tes dos fracciones tienen actividad endot6xica debido & que con-
tienen el aglutinégéﬁo soirético " (2,3,5,6,7,13,14,16,17,19, 24,
3o, 31, 33,35,42),

Readfearn en 1960 sl prober la antigenicidad de las fraccio--
nes F3 y F5 obtuvo marcadas reecciones entre la F5 y la F3. Esta
.diferancia biol6gica ea debida & la configurecién molecular de la
F3 perte lipof6bica y de la parte lipofilice F5, ademés la F5 con-
tiene una concentracién 10 veces mayor de lf{pidos que la F3 (13).

Jones y col. confirmaron gue la mayor actividad endotfxice re
side en le fase fen6lica (FS5) (26).

El LPS obtenido de la Fb tembién se ha aislado de otras bac-

teries como Xsntohomone campestria, Citobacter freundii, Salmone-

lle minnesote y Yersinia enterocolitica tipo 9 (14,19),

Algunos inveatigedores han demostrado por diferentes técnices
que el LPS extrafdo de la Fase Fenélica es termoestsble e insolu-
ble en agua, contiene proteineas, carbohidretos tales como hexoea,
ramoss, mwenoga, galactosa, glucoss, ¢ keto-3-deoxioctonato trisa-
cérido(KDG) que ea una mezcle de D-L-glicero D-Manocheptoea y tam-
bién contiene lipidos, Morfolé6yicemente por microfotografisa en -
8]l microscopio electrénico os impusible difercnciarlo de los LP§
gnterobecterisles (2,6,13,17,30,3}1,3)3,35,39),

HBerman y col, utilizan un entigeno soluble de Hi, abortus (ASBA)

’ el cusl es una mezcle de componentes antigénicos aque detectan ene
ticuerpos de la miema especificidad como los nue se detecten en
técnicas de sglutinacién y fijacién de complemento, Su composicién
quimice es de proteinas, hexoeus, 6cidos gresos, KPO y lipidos, tiee
ne actividad endotéxica, con la ventaja de pue pa An fhcil de pre-
perar (%),

lentro de loe organismoe aut tienen resccién rruzade con el g8
nero Brucells ee sncluyer a gy Poeudguona aepuginoss, Proteus yulge-
e, Lampyloboctes comma, Fiencicella tulerene.s, Jordetella pertu-
3&3 y 1§£E19iﬁ enterocolitice tipe Y, rn Buta Gltime existen deter-
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minantes antigénicos comunes situados en el antiveno soné&tico “o©
de B. abortus y B. melitensis lo gque explica ls aglutinacién cru-
zada, Estos determinantes antigénicos comunes estén prescrites en
los lipopolisacéridos de les respectivas bacteriss, por lo cue -
hay la imposibilidad de efectuar un diayn6stico ditferencisl entre
Yersiniosis y Brucelosis en humenos utilizando unicemente la cero-
eglutinaci6n como prueba diagné6stica (9,12,14,15,18,24,25).

Se hs estudiedo la presencia de anticuecrpos mediante técnicas
de inmunoprecipitacién en gel fremte al antipeno somético "Q" oh-
tenido por le técnica de Westphal (1952) y modificado por Readfearn
(196)) utilizendo B. melitensis 16 M debido & que tiene la ventaje
de difundir msjor en el agar y se he demostrado que existen dos -
componenetes antigfnicoe, uno de ellos es 8l LPS y ol otro es el
1)l amado "Sagundo Polisacérido™ o "Poly B" qua es también un entigeno
supsrficiel oue se obtisna de cultivos en fase lisa (5). Afortuns-
demente B. melitensia Bl16 carecs del antfgeno LPS pero conssrvs
el ssgundo polisacArido que sa encuentrs en su citoplasms (4,5,6,10,
13,14,15,16,17,41), .

Algunas ds las propiededes del Foly B eoni carecs de actividad
sndotédxica, no eeth rslecionado con aglutininas, difunde répidemsn-
te en al sgar y an su compoeicidn quimica demuestxs oue tisne un -
slto contsnido sn carbohidratos (83%), protefnss (5%), no tiene -
heptoes, KD0O, ni Llipidos (13,14,17,31).

Ee ha dsmpstrado nue sl ?oly B prscipite con el suero da gana-
do infectado psro no con sl suero ds ganado vecunado con . sbortus
cepa 19 (6,17), Por lo tanto se ha pensado en el uso de un sntigeno
que contengs Poly B psro que vsregce de 65-LP5 pare syudear o le idep
tificacidn del gansdo infactado en poblaciones recientements vacu=-
nsdas, 6o ha probado que el Foly b crudo con sueros representati-
vos de bovinos de los mianos resultedomn que con Poly ki purificedo,
asf qus no hey ventajes en el uso de Foly b purificado pers 18s -~
pruesbas de dieyrbetico ()4,16,17,28),

Le resccién que ee obtiene utilizendo Poly B es més respecifi=
ch en relacidn con Fijecion de Lompleneto, le vertaje de noar ése
te antigeno Bp cur puece duferenciay animples infoctacers de Jop ~e
vacunadoe {10,1€,17,28),
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Debido a le dificulted existente pera diferenciar bovinos in-
fectados con cepa de campo de los bovinos vacunados con cepe 19 da
B. gbortus usando lee it&cnices convencionoles de diagnéstico, el
opjetivo da 6ste trebajo fué el oe evoluer le utilided de la Pruebe

de Inmidnodifusién [oble utilizando antigenos solubles,



MATERIAL Y METODC 5

Se utilizeron 100 sueros de bovineoes procedentes de ls Cuence
Lechera de Tizayuca, Hidalgo; se corrio la pruabs de Tarjeta y --
Fijacién de Complemento pars diagnfstico de Brucells de scuerdo -
8 la técnica descrita por Alton y col, (1l); 50 eran de bovinos -
adultos positivos a las pruebas de Tarjets y Fijscién de comple-
mento con un tftulo de 47160, de acuerdo sl criterioc establecido
por el Comite de Expertos en Drucelosis FAD/UMS; y 500 sueros eran
de becerras vacunadas a los J meses de edad con dosis complete de
la vacuna de B, abortus* y cshgredes un mas después pare suU Bs-
tudio, siendo ecstos positiveos & lo pruebse de Tarjeta y en 18 -
prueba de Fijacién de Complemento se obtuvieron los siguientes -
rasultados: 35 sueros sin tftulo, 7 suerocs con un tftulo de 1/10,
8 sueros teniendo un titulo de 1l/20, como se obeerve en &l Cuadro
1,

Los sueros se dividieron en dos grupos pesra probar el velor
diagn6stico de los Antfgenos 5Solubles por la pruebe de Inmunodi-
fusifn doble;

Grupo l.,- 50 pueros de Bovinos adultos infectados,

Grupe ll.- 50 sueros de becerrse vacunadas,

- El S-LP5 se extrajo & partir de 1a capa de J. melitencis 16M
(5), por el mBtodo do sgua fenolads celiente modificads para -
Brucella epp por M, Readfearn y descrite por Baker y wilsen (3),

El Poly B fub oxtraido & partir de B, melitensis BLL5 (R), por
ls thenice de Disz y col (17),

Loe antigence eolubles de B, gborius ceps 19 (ASBA) y B moe
litensis L1165 (ASEN) fueron extrafdos utilizendo le thenica de -
lesman y col, (5),

If y,;“qu @u}i-brucellﬂ aortue (cepa L9) viLiaBIvE,
Productora arcionel de Dinlfgices Yeterinarios,
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Resultados de las Pruebes Serol6gices.
No. de sueros Terjeta Fijacién de
proceeados Complemento
Grupo I 50 50/£0 50/50 (s)
Grupo I 50 50/ 50 1/50 (b)
B/50 (c)

Grupo §.~ S0 susros de bovinos sdultos
Grupo }},» 00 suecros de becerras vacun adas a 1os ) meses de

edad y sangradas ) mes dempuls,
8) Con titulo ds 160
b) ton tftulo de 10
c) Con titulo de 20

-lln




Pare la Pruaebs de Inmunadifusién, por ls técnice de (uchter-
lony los geles fueron preparados con agar Noble al 1% en Duffer de
Borstus (11) con un pH de 8.3 conteniendo 10% de (loruro de Sodio
(16,17,22).

En cajss de petri de 9.5 cms de difimetro se pusieron 15 ml
de agar, despubs de solidificado se pudo utilizar o se guardé en el
refrigerador para pocteriormente ser empleadas,

Las cajas de petri con el myer tuvieron un espesor de 0.5 cms,
con un molde se hicieron los pozos correspondientes pere procbar los
sueros y antigenos, los pozos tuvieron 0.5 do difmetro, la distan-
cia entre el'pozo central y los 6 pozos periféricos fué de 0,2 cms;
la distencis entre los pozos periféricos fué de U,2 cms,

En cada cajn de petri cupioron 7 pozos centroles con sus res-
pgqtivos pozoe periféricos,

o En cada pozo ctentral se depusitd el sntifgeno correspondiente,
en los puzos periféricos se puso 4 sueros problema y 2 sueros con-
trol. Los sueros control fueron de un animsl infectado y otro de
un animal vacunado.

Le lectura se hizo a las 24 hrs de incubacidn e temperatura
ambientm, Les lecturas observedes an la pruebe de Inmunodifusién
e compararcn con las obtenides en Tarjets y Fijacidn de Comple=
munto,
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RESULTADOS:

En la prueba de Inmunodifusién doble se detccté ls presencia
de una bonda comdn en todos los Antigenos Solubles, cuando se uti-
lizé un suero de un animal infectado con Brucella sp. Pars los --

antigenos S-LP5 y ASHA se detectaron doe bendss comunes de preci-
pitacién (Figura 1).

Figurs 1.

Represantacién eaguembtica de le [nmunodifusién doble,
£l poro centrel contiene un susro de un animal infectedo

con lEupplle gp.
1) Poly B, 2).5-LP5, 3) AGHA, 4) AGEM, 5) Solucifn Galina,

» 13 -
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Lo&e S sueros deil grupo I,

antigeno Poly My S-LFG, mostrando con &ste dltimo doe bendus e

a las ?4 hre,

resccioneron con €l

precipitacidn, Lor el entigeno soluble de l. "weliteneis B 11E

(ASLm) precipiteron 4 sueros con ure bands de precipilocién y -

con Bl antigeno soluble de B, aborius 19 precipitaron 45 suenns

con dos bandas de piecipitecidn,

Los sueros del grupo 11, no precipiteron & les 74 horas con

los entigenos solubles sino hosta les 48 hrs sclemer te con los

antfgunos 5-LFS y anélgeno soluble ve L., sbortus 15 (ASEA).

Estos resultados se observen en el Cuadro 11.

CUADREL 11

Rezulisdos de las Pruebas de Inmuncdifusién,

Lectura en Poly F 5«LPS ASEM hSHA

horas (1) (2) (2) (4)
fbirupo | 24 hrs $0/50 50/ 50 AC/ED Lhy 60

(b) (8) (b) (8)
Grupo 11 24 hra /%0 o/ 50 0y 50 0/c0
AL hre 0/ 50 50/ 50 0/60 £0/ LU

(b) (b)

S——

a} Con dos bLandee de precipitacién,
b) Con uns benda de precipitecién,

1) Antigero Folinasckride

2} Lipopoliercbrido

3 Antigeno
4) intiien

*
r

Loiible ce L. phortup 1

- 14 -
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D1SCusSluN:

La pruebs de Inmunodifusién detectd lo presencia de 2 biandes
de precipitecifn en el sueruv de anisnales infectadas naturalmente -
vtilizando el entigerc S-LPY%, Cetos resuliados confirman los ha-
llazqos de Plaz y col (17) que el complejo Lipopolisacérido protef
na libers 2 componentes ontigfnicos, uncv de ellos es el LIS que es
el companente de mayor antigenicidad envuelto en las pruebss sero-
légices rutinariss useoudas en el diagndstico de lea Lrucelosis y -

el otro componente es el Polisechrida B (Poly b).

Se detectd ls presencie de una bonda de precipitescién en el
suero de snimales infeclsvos naturalmente utilizando el Antigeno
Poly B y ningune banda en el suero de los animales vecunsdos, -
ésto coincide con lo expreseto por Jores y col (28) pues encuen-
tran que el Foly B precipits con el suero de enimales infectsados
con BPrucella sp, no interviere en lac pruebas serolégicas rutine= ¢,
riat de disgnéstico, pudiendo eof uviferencier e los animales in-

fectacos naturalmente ue los vacunados,

En los suem & de becerras vecunadss no be detectd beonds de
precipitscién a lses 24 nores, sino hestes las 48 hre utilizando el
antigenu 5-LP5 probsblemente debido a la altitud, temperature del
laboratorio y tipo de agar que se utiliz6é, Por otro lado, éctos
resultados confirman loa hellazgue de Disz y col (17,28) que laoa
sueras de el gonado vscurado caon ji. abortus tiene anticuerpon a
gste antigeno lo que presenta un preblems en la interpretacién -
diagnéetica,

Utilizendo el ASBA se obtuvo reeccién de precipitacién con
45 suerps (Y0%) provenientes de enimaics infectaces naturalmente,
en los sueros de hecerras vaecunsdas nu ee detectd bends de preci-
pitacién s las 24 horee, sino heote los 48 hre, probsblemente de- 1
bido m las condiciones antes mcncicnadae come 1s altitud, tempo-
raturs del laboretorio y tipo de eger cue ee utilizd, Sin embprgo
petoe resul tados confirmen lo expressdo por Berman y col (5) que

g} fuero de geneco vscunadu purde tener enticucrpos a éste anti-

"15'00



geno desarrollando une banda de precipitecién y el suero da ganéda
infectado deserrollando dos bandas de precipitacién. Por lo cue se
sugiers que se utilice en el lsboratorio con un poco més de puri-
ficecién ye que es menos especifico que los antigenas Poly By =
5-LPS. ‘

Por 6ltimo se estudié le capecidad de resccién de los sueros
con el Antigeno Soluble de B. melitensis 115 (ASEM), puesto aue -
Esie antigeno cerecs o tiene muy poco S$-LPS, pero conserva el Se-
gundo Polisaclrido que se encuentrs en su citoplasma (28), ss =
sncontré que 40 sucros (804%) de bovinos infactedos naturelmente -
desarrollaron una bande de piecipitacidén correspondiente sl anti-
geno Poly B, En el suero de becerras vscunedes no se observé nin-
guna banda de precipitscién, Entonces se sugiere también que se
utilice en el leborastorio con un poco més de purificecitn ye que

gl suesro de animsles vacunsdos no precipita con éste antigeno,

- 10 -




COnGLUSIURES:
l,- En éste trabajo le Fruecba de Inmurodifueisn doble utili-
zando el sniigero Poly b es mhs especifica y menos seneible oue ls

pruebe de Fijacitn de Complemento,

2,~ Los sueros de genedo infectado precipitan con los antf-

genos Poly E, S-LFS, AILA, ASDM.

.d.~ Los gueros doe gonado vecunodo pucden precipitar con las -
antigenos L-LPS y ASBA.

a4, 4,- Loc entfgenoc solubles om . ghortus ceps 19 y B, meli-

teneis 16M son menos copecificos cue el entigeno Poly B,

v 17 -
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