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RESUMEN

EL objetivo principal de este trabajo fué el determinar
cuédl de tres diferentes cepas de Brucella melitensis, dos lisas:
16-fi ¥ Rev-l, y una rugosa: B-1l15, producia una mayor cantidad
de antigeno' polisacarido-B. Este fué extraido con &cido triclo-
roacético O0.5M y precipitado con etanol frio al 95% . La cuan-
tificacibn de cada antrgeno se realizdé siguiendo la técnica des-—
crita por Dubois. Se realizaron tres repeticiones para la ex-—
traccién del polisacarido-B = partir de cada cepa, y el andlisis
estadistico utilizado para la comparacién de los rendimientos
obtenidos de las tres cepas fué: An&lisis de varianza y Prueba
de significancia de Tukey.

La efectividad de los tres polisacaridos-B fué evaluada
utilizé&ndolos en la -Prueba de Inmunodifusién Radial (IDR), pro-
bando sueros de bovinos sospechosos de una infeccién por Brucella,.
bovinos vacunados tanto con dosis reducida, como con dosis normal

de la cepa 19 de Brucella abortus y sueros de animales control.

Las cantidades promedio de polisaclrido-B obtenidas é partir
de 1 gramo de peso hamedo de bacterias fueron las siguientes:
16-M: 236.6mcg ; Rev-1: 202.3mcg y B-115: 74.7mcg. El analisis
estadistico no mostré diferencia significativa entre las cepas
lisas, pero si la hubo al comparar estas dos con la cepa rugosa.

La efectividad de los polisacAridos-B en la prueba de IDR resultd
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sari=fuctoria para el diagndstico de brucelosis bovina.

Las cepas lisas de Brucella melitensis (16~ y Rewv-1l) fueron

las mas adecuadas para la extraccion de polisacarido-B, ya que
el rendimiento obtenido a partir de estas fud mucho mayor que

el obtenido de la cepa rugosa (B-115) .
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INTRODUCCT ON

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa causada
por bacterias del género Brucella. que afecta a un gran nUmero
de especies animales. incluyendo al hombre, por lo que representa
un serio problema de salud pablica (1, 3. 7. 30, 39) .

Esta enfermedad es una zoonosis de importancia mundial para
la salud pablica y la economia. Aunque la brucelosis bovina se
ha logrado erradicar en algunos paises. mediante campanas basadas
en el sacrificio de reses infectadas, en otros. contindan tenaz-
mente los programas de erradicacién. La brucelosis caprina es
la causa mas comin de infeccién en el hombre y sigue teniendo
muy amplia difusidn, particularmente en los paises en vias de
desarrcolle, ya que poczs campafiac para combatirla hanm tenido buen
éxito. Y, si bien la vacunacidn del ganado vacuno, ovino y caprino
tiene cierta utilidad como medida de control el objetivo mas desea-
ble., la erradicacién, 'depende de la localizacidén y sacrificio
de los animales infectados. En cualquier caso, toda esperanza
de éxito tiene que fundarse en técnicas de laboratorio sdélidamente
establecidas que tengan la capacidad de eliminar resultados falsos

positivos y detectar, oportunamente. animales infectados (1,39).

ANTECEDENTES
En 1887, Bruce ( 9 ) , estudiando la enfermedad humana conoci-

da como fiebre de malta, mediterranea u ondulante., descubrié en



el bazo de los sujetos muertos un microorganismo (m.o.) al gque

llamé Micrococcus melitensis . En 1897, Bang ( 9 ), aislé al m.o.

responsable del aborto contagiocso en el ganado y lo llamé Bacillus

abortus . Estas dos enfermedades se estudiaron independientemente

durante mucho tiempo y no fué. sino hasta el trabajo de Evans

( 9 ) .- en 1918, cuando se establecié una relacidén entre ambas
(8. 16, 27. 30) Estas dos enfermedades. una primariamente en

cabras y en forma secundaria en el hombre, y la otra propia del

ganado. se consideran actualmente intimamente relacionadas. En

1914, Traum ( 9 ). aislé una bacteria de fetos expulsados prematu-

ramente por las marranas y seé sabe ahora que estd muy relacionada

con el bacilo de Bang y el de la fiebre ondulante. Tratdndose

de tres especies diferentes. estos gérmenes recibieron el nombre

genérico de Brucella ¥y go convcen como: Brucella melitensis (Br.

melitensis), Brucella abortus (Br. abertus) y Brucella surs (Br.

suis) La infeccidn producida por las bacterias de este género

es conocida como "Brucelosis" (s. 17. 27).

PATOGENIA

En el hombre la brucelosis es causada por las siguientes

especies de Brucella: Br.melitensis, Br. abortus., Br. - -suis, Br.

canis : la proporcién de cada una se desconoce en México, pero

el consensc es que las infecciones m&s severas son las causadas

por Br. melitensis. Investigaciones epidemiocldgicas sugieren que

del 50 al 80% de los humanos son susceptibles a la infeccién por

Br. melitensis (11, 59)



Esta enfermedad propia de los animales se transmite al hombre
por ingestidén, contacto, inhalacién e inoculacién accidental,
siendo més frecuente entre médicos veterinarios, perscnal de
mataderos y de laboratorio. En los bovinos. la fuente principal
de infeccion son los fetos abortados. envolturas fetales y descar-
‘gas vaginales, aunque el m.o. también es eliminado a través de
la leche, heces y orina (3. 15, 30, 34, 44. 53, 56) .

Desde el punto de vista de la salud publica debe considerarse
a esta infeccidn no s6lo como causa de enfermedad, sino también
como factor nocivo para la produccién de alimentos. Por otro
lado. causa grandes pérdidas a la industria pecuaria por concepto
de abortos y otros problemas reproductivos, reemplazo, disminucién
lactea llegando, inclusive hasta la muerte de terneros de calidad
e interrupcién de lineas genéticas (3,-13, 15, §5) .
sCCion natural casl sigwpre es

debida a Br. abortus, aungue también puede serlo por Br. meliten-

gis vy Br. suis . Esta enfermedad esta caracterizada por abortos
en las vacas con madurez sexual y por lo tanto, se considera
como una importante pérdida econémi;:a para la industria ganadera
en todo el mundo. El m.o. también infecta los Srganos reproducto-
res masculinos y se ha encontrado relacionado al higroma de la
rodilla de los bovinos (8., 10, 27) . Las principales puertas
de entrada para el m.o. son: la mucosa bucal de terneras que
beben leche infectada: la nasofaringe y conjuntiva de los bovinos

expuestos al m.o. Yy ocasionalmente, el aparato genital de vacas



y toros. Después de penetrar al huésped. Br. abortus se establece
en ganglios linfaticos regionales y posterior a ésto. se generali-
za en los tejidos del huésped. Continua proliferando en el tejido
linforreticular produciendo una infeccidn generalizada gque no
se restringe & la ubre. Gtero y ganglios asociados. aunque estos
6rganos contienen gran cantidad de bacterias y por ello son sitios

primarios para el aislamiento bacteriano (3., 17, 27) .

INCIDENCIA Y PREVALENCIA

En México. la brucelosis del ganado bovino se encuentra
ampliamente distribuida. siendo las zonas de mayor incidencia:
el Sureste., el Centro y las zonas costeras, disminuyendo conside-
rablemente en la parte Norte del pais. debido principalmente
a las condiciones de explotacién. que en sSu mayoria son de tipo
extensivo. Existe una incidencia muy alta de brucelosis en las
cuencas lecheras del pais, indistintamente de su localizacién
geografica, debido a las condiciones de manejo. gque en gran parte
son de tipo intensivo y estan sujetas a alta productividad, lo
que hace al ganado mas susceptible para contraer esta enfermedad
C 54 ) .

La Direccién General de Sanidad Animal (DGSA) notificé
los datos presentados en la Tabla No. 1 sobre prevalencia de

brucelosis bovina y animales vacunados en la Repablica Mexicana.

CARACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO

Los miembros del género Brucella son pequefios cocobacilos



TABLA No. 1.

PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA Y ANIMALES VACUNADOS EN LA
REPUBLICA MEXICANA

BOVINOS PRODUCTORES DE LECHE.

. Total de Animales % de Positivos Animales
ARD Muestreados. del total deanimales] Vacunados
1981 77.165 4.42 50,186
1982 89,1860 10.96 166,213
1983 70,014 5.46 92,512
1984 60,355 6.26 38,145

BOVINOS PRODUCTORES DE CARNE,
ARO Total de animales % de Positivos Animales
Mues treados del total de animales. Vacunados.
1981 53,974 6.17 22,232
1982 49,237 §.57 53,550
1983 86,023 5.13 32,143
1984 43,045 6.29 18,948

DGSA, 1985. Fuente : Direcciéd4n de Estadistica :Publicaciones
Mensuales, D.G.S5.A.-S.A.R.H.



yramnegativos y agreobices, inmdviles, no esporulados vy con relativa

inactividad metabdlica. Estos m.e. son pardsitos obligados de

los animales v del hombre. siendo caracteristics su localizacioén
intraccelular (10, 17, 25, 30) .
Seg counsidera gue el género Brucella consta de seis especies:

Sr. melitensis,., Br. abortus., Dr. suils., Br. neotomae, Br., ovis

v Br. canis . En genzral las cuatro primerss especies antes men-

Y Br. canis

cionadas adoptan la forma lisa, mientcas gque Br. ovis

se han observado sdlio en forma rugosa (1, 17, 25) .
Por lo gue respecta a los medios de cultivo en el laboratorio

su crecimiento es5 lento. especialmente al iniciarse el cultivo,

por lo que las oolonias no son visibles sino hasta despuéas de

48 horas (hrs) o mas, incubadas a 27°C. Los m.o. suelen presen-

tarse aislados o en pares, vy forman pequefas cvadenas en los culti

vos (9, 25, 30, 40) . Estos organismos se desarrollan en aero-

Br. abortus y Br. ovis

biosis, aunque los cultives primarios de

crecen pariticularmente pobres y requieren una acmésfera que con-

tenga de 5 a 10% de CCp ., mientras que las especies restantes

crecen bajo condiciones atmosféricas normales (1. 40) .

Algunas cepas de Brucella, sobre tedo en ei primer cultivo

s6io se desarrollan en presencia de suerco y para su aislamiento

se recomiendan como medios de cultivo bésicos (no selsctivoes):

el agar dextrosa con suero. agar triptosa con suero. agar tripti-

casu-soya (TSA). agar Brucella, agar albimi y agar papa (1.10.405.

2n general, las brucelas aisiadas a partir de tejidos son



del tipo liso ( 8 ) . Las colonias lisas tipicas son pequefias,
redondeadas. convexas y traslicidas. El género Brucella s=2 diso-
cia ¢on bastante facilidad dando lugar a la forma rugosa. La

trasformacidn S--~--~ 2 R (de cepa lisa a rugosa) se acaombana,

ademds de aparicion de colonias rugos de disminucidn de la
virulencia y cambios de especificidad inmunologica (9. 253 .v
Las pruebas empleadas para separar los biotipes del género
Bruceila requieren de investigacidon dal metabolismo coxidativo,
de la prucba de sensibilidad al bacteribéfago Thilis y de pruebas

12, 513

ser olégicas empleando sueros monoespecificos

Caracteristicas a2ntigénicas en general

El analisis inmunoelectroforético de extractes de cé&lulas
& Brucella ha mostrado una gran variedad de componentes antigéni-

cos solubles, algunos de imss cuales son netamente antigenos de
superficie (9, 26. 28)

Las diferentes espzcies del género Brucella no pueden diferen_
ciarse por reacciones de aglutinacidén, pero pueden distinguirse
por adsorcidon de aglutininas. Fueron Wilscn ¥y fMiles ( 60 ) quienes
demostraron 1la presencia de dos antigenos primordiales en la
superficie de las brucelas lisas. identificandolos como A y M.
Estos son lipopolisacaridos (LPS) asociados con cantidades varia-
bles de polipéptidos, que  poseen caracteristicas endotéxicas
similares a las endotoxinas de las enterobacterias { 43 )

Los antigenos A y M se encuentran en diferente proporcién en

las tres especies principales del género Brucella: Br. melitensis



Br. abortus y Br. suis

Ademas se ha demostrado la presencia

de un antigeno-L superficial, similar al antigeno Vi de Salmonella.

El antigeno A o abortus es el principal determinante de superficie

tanto en Br. abortus, como en Br. suis.

Y es un determinante
secundario en Br. melitensis,

siendo la proporcidn de antigeno

A : M en Br. abortus de 20:1, mientras gque en Br.

melitensis
de 1120 (9) .

La pared celular de las bacterias del género Brucella con-
tiene tres polimeros que vyacen exteriores a la envoltura del
peptidoglucano: lipoproteina., membrana celular Yy LPS (Fig. 1
y Fig. 2) .

El LPS consiste en un complejo lipido, denominado lipido-a
al cual se le fija un polisacérido constituide por un centro
v una serie terminal de unidades repe\:idpras. El Libido—A consis-
te en una cadena de unidadcs de glucosamindisacarido, conectadas
mediante puentes de pirofosfato, a los cuales se le han fijado
numerosos acidos grasos de cadena larga, el acido B-hidroximi-
ristico (un acido graso con catorce atomos de carbono) esti siem-
pre presente, Yy es exclusivo para este lipido (9, 17, 30)

El LPS estéd fijado a la membrana exterior mediante enlaces hidro-
fobos . es sintetizado sobre la membrana interna y es transportado
a su posicién exterior final. Su funcidbn es desconocida. Aungue
los mutantes que carecen de varias partes del polisacdrido crecen
normalmente en cultivo, los mutantes a los que les falta el

lipido-A nunca han sido observados. por tante, se postula un

papel escencial para el lipido-A (17. 30)
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Fig. 1. Estructura dec una pacteria y localizacién
de sus principales antigenos.
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Los estudios iniciales sobre la reizcidn antigénica entre
especies rugosas ¥ lisas de Brucella seflalan gque las cepas rugosas
no poseen la endotoxina de tipo LPS. asociada con la actividad

aglutindégena de las colonias lisas (18, 193 .

Caracteristicas Del Antigeno Polisacirido-B
Diaz et _al, en 1968 ( 19 ), demostraron por inmunoelectrofo-

resis gue extractos obtenidos de cepas lisas de Br. abortus y
Br. melitensis., con &cido tricloroacético (ATA). éter-agua vy
fenol-agua, contienen dos componentes de movilidad catédica.
Uno de ellos ha sido identificado como un complejo LPS-proteina
(S-LPS). con actividad endotéxica y especificidad para agliutind-
gen;)s de superficie de cepas lisas de Brucella. El otrc componen-
te se distingue por su facilidad para difundir en las pruebas
de inmunoelectroforesis e inmunodifusidn. carece de actividad
endotdxica, posee gran cantidad de carbohidratos y ha sido ilamado
"componente-1", "segundo polisacarido” o polisacarido-B (poli-§)
(4. 6, 21, 22, 23. 31) . Este componente aparentemente no juega
un papel importante en las pruebas de aglutinacidén. ya que los
anticuerpos (Ac) dirigidos contra este polisacdrido., presentes
en sueros de animales infectados, pueden ser removidos por adsor-
cién con el antigeno. sin que se vean afectados los titulos de
aglutininas en el suero (19, 21) .

El antigeno polisacarido~B se encuentra presente er ]3 super-
ficie celular de cepas lisas de Brucella. pero dnicamente ha

podido ser obtenido a partir de la fraccién soluble del citoplasma



de cepas Tugosas de Br. melitensis, especificamente de la cepa

B-115, segin las investigaciones realizadas por Diaz et al en
1979 (b 22 \ ., con experimentos de adsorcién de cepas de Brucella
spp (rugosas y lisas) Yy extractos sonicados de las mismas. Dichos

resultados fueron confirmados por Moreno €L _al ¢ 45 ), cuando

fueron extraidas fracciones solubles del citoplasma y de la rembra_
na celular con ATA y el poli-B pudo ser detectado Gnicamente en
la fraccidn citoplasmatica de la cepa rugosa B-115 de Br. melitensis
{ 6 )Y . Ademas. debido a que las fracciones solubles del citoplasma
quizd incluyan productes liberados después de la ruptura de la
célula es probable que el poli-B sea un componente del espacio
periplasmico (6. 72).

En general, las diferentes investigaciones que han analizado
quimicamente al poli-B revelan gue o3td constituide por @ B3%
de carbobidratos., 5% de acidos nucleicos vy 5% de proteinas : =1n
embargo, no contiene lipidms, 2-keto-3-deoxioctonato (KDO). ni
heptosas, como previamente habia sido determinado (6. 12) .
Las investigaciones quimicas realizadas por Lacave et _al

( 35 )., muestran los resultados de un importante estudio comparativo

entre las fracciones S-LPS y polisacarido de Br., melitensis y

demuestran que la principal diferencia entre ambas fracciones
es la presencia de pequefas cantidades de Lipido-A (1%) en el
LPS. El comportamiento de fracciones LPS y po Lisacarido sobre

columnas de DEAE-celulosa es muy similar, y las pedquefias ----



diferencias observadas pueden ser explicadas por cambios debidos
a la sclubilidad del lipido-A presente en el LPS .

RESPUESTA INMUNE

La inmunidad contra Brucella spp en los animales domésticos
tiene algunas caracteristicas que la diferencian de la respuesta
contra infecciones bacterianas.

El organismo tiene en realidad tres sistemas de defensa,
que actdan de manera coordinada para combatir una infeccibn.
Dichos sistemas son :

a) Sistemas inespecificos

b) Inmunidad humoral

c) Inmunidad celular

Agrupados bajo el rubro de resistencia, los sistemas inespe-
cificos comprenden una verdadera bateria de barreras anatomo-
fisiolbgicas, bioquimicas y celulares, que comparten el hecho
de - ser inespecificas y no inducidas, esto es, estos sistemas
son independientes de la existencia de un contacto previo con
el antigeno.

La barrera inespecifica wmas importante es la fagocitosis.
La fagocitosi.s no inmune es mediada fundamentalmente por los
p_olirﬁorfonucleares, ¥ en especial, los neutrb6filos., Los mononu-~
clerares (macr6fagos y rmonocitos) también parxrticipan, pero en

menor grado. La capacidad de fagocitar, sobre todo en la sangre



donde el fenémeno es libre. es decir. la bacteria esta suspendida
en un flufido, depende mucho de las caracteristicas fisicoquimicas
externas de la particula gque se va a fagocitar. En el caso de
la mavoria de las brucelas, la presencia ecxterna de una capsula
previene la fagocitosis al generar una unidad ionizada.e hidrofi-
lica. a la cual el fagocito no puede acercarse con facilidad.
Sin embargo., incluso con la cipsula presente, si se lleva a cabo
una fagocitosis considerable, sobre todo por los polimorfonuclea-

res ( 58 ) .

Inmunidad humoral

Las brucelas estimulan una poderosa reaccidn humoral, que
se demuestra por los elevados titulos de Ac que se producen.
Estos Ac son de la clase IgG e IgM en infecciones naturales,

pero s6lo IgM en vacunaciones con la cepa 19 de Br. abortus -

( 47 ) . Las razones de esto no son bien conocidas. Aparentemente
después de la vacunacién aparecen titulos tanto de IgG, como
de IgM. Sin embargo, los de IgG son de bajo nivel y desaparecen
con rapidez. contrario a lo gue sucede normalmente. donde es
la’ ' IgM la que desaparece. Ademas, esto sucede en animales adultos.
pues las becerras no puberes desarrollan titulos que en ambas
inmunoglobulinas son transitorios y desaparecen (47. 58) .
Independientemente de lo ocurrido con las lnmﬁnoglobulinas
en los animales inmunizados con la cepa 19, hay que tener preseante

que la vacunacidn genera linfoclitos B y T de memoria, los que



en un segundo contacto con la brucela desarrollan, en un lapso
de tres a cinco dias, una respuesta secundaria. Este hecho repre-
senta una gran ventaja con respecto a los animales no vacunados
(55, 58) . Aun asi el efecto de los Ac e5 poco claro y aparente—

mente no juegan un papel relevante en la inmunidad o en la recupe-

racion de animales infectados ( 47 )

Una de las actrividades de los Ac que si debe ayudar es
la capacidad de adherirse a macréfagos una vez que han sido acti-

vados por la unién con el antigeno (opscnizacibtn) (47, 56, 58).

Inmunidad celular

La habilidad que tienen las brucelas de penetrar a las célu-~
las, especialmente los polimorfonucleares, las protege tanto
de las substancias bioquimicas inespecificas, como de los Ac.
En casons como este el organisme reacciona desarrollando una defensa
a base de inmunidad celular. Dicha defensa esta centrada en la
actividad de los linfocitos T y los macréfagos.

Los linfoecitos T, al contactoc con el antigenoc (en respuesta
~ secundaria), se dividen formando por 1o menos cinco diferentes
tipos celulares: las células T represoras, T-ayudantes, T-de
memoria, T-secretoras (linfoblastos) y las células T-cicitéxiqas.
De estas, las que tienen una accibén directa son las T-citotdxicas.
que en conjuncién con un tipe especial de linfocito denominado

"H" llevan a cabo la destruccién de las células "blanco”, esto

as, la célula que esta infectada con la brucela. €s importantée



sefialar que en el caso del linfocito " K " existe una colabora-
ci6én estrecha entre los AcC y este tipo de células. La célula blanco
modificada por la infeccidén bacteriana estimula la Fformacién de
Ac conira su supertTicie : posteriormente el linfocito "K" estable-
cerd contacto con ella a trawvés del fragmento Fc del Ac especifico
( 39 ). iLa brucela liberada puede ser atacada por Ac y quiza des-
truida por el complemento . La destruccion final de la brucela
es aparentemente llevada a cabo sdio por los macré6fagos. en especial
(o exclusivamente? por macrSfagos activados, en los gque se ha
observado un aumento en el contenido de enzimas hidroliticas (39).

Sin embargo. estudios recientes acerca de la activacién de
macr6fagos em brucelosis experimental han estado encaminados a
examinar los mecanismos {in vivo) que pueden limitar la respuesta
inmune, y d= esta manera provocar una infeccidén de tipo crénico
con el parasito intracelular facultativo ( 57 )} . Al respecto.
Iturbe y Goodsaid. en 1985 ( 29 3 utilizaron =21 marcaje de macroé-
fé\gos con naranja de acridina para seguir la cinética de presenta-
cién de fusiones fagosoma-lisoscma. a través de la infeccidn con
Br. abortus y concluven que la bacteria logra escapar del fagosoma
en base al éxito de infecciones logradas con esta cepa -

Parece ser que la respuesta inmune humoral a infecciones

causadas por parasitos intracelulares facultativos. como lo es
Br. abortus. ofrece pocas ventajas vara el hospedero y un camino

mas efectivo para la eliminacién de esta bacteria lo constituye

fa inmunidad celular .



DIAGNOSTICO Y PREVENCION

£1 diagndstico de la brucelosis se realiza poar dos métodos:
el bacteriol6gico y el serolégico ; el primero es determinante
ya due se realiza mediante el aislamiento e identificacidon del
gérmen. Bl segundo es presuntivo ¥ =& lleva a cabo por medio de
la identificacién de Ac especificos en suero ( 38 ) . La importan-
cia del diagnostico para la evaluacidén de brucelosis ha recibido
particular atencién mejorando constantemente los métodos utilizados,
ya que existe la necesidad de contar cun pruebas de diagnéstico
altamente sensibles y especificas para poder diferenciar animales
infectados, de los vacunados con la cepa 19 de Br. abortus .
{32 ) .

Un diagndéstico positive irrefutable de una infeccidn por
Bruceila es obtenido unicamente cuando-el m.o. causal es aislado
@ idencificado . En el animal adulto el aislamiento puede hacerss
a partir de bazo, leche y ganglios linfaticos supramamarios. sub-
maxilares, retrofaringeos., iliacos., ete. En el macho. adem&s.
puede hacerse el aislamiento a partir de testiculce, epididimo.
semen. etc. En el feto el gérmen puede ser aislado a partir de
bazo, contenido estomacal, pulmones, &tc. (27. 373 .

No siempre es posible aislar al m.o. causal en los animales
infectados. Debido a esto., para el diagndstico, control v erradica-
ciétn de la brucelosis se utilizan pruebas seroldgicas que son

ficiles de realizar y confiables. aunquec presentan ciertas iimi-

t2~iones comoe la dificultad de detectar la enfermedad durante



2]l periédo de incubacién (infecciones recientes) : en estados
cronicos de la enfermedad los titulos de Ag son frecuentemente
irregulares. va que caen a niveles bajos y fluctian durante perid_
dos indefinidos (33, 47) . Particularmente en esta enfermedad
se presenta la dificultad de distinguir Ac producidos por infec-
ciétn natural, de aquellos producidos por reciente vacunacién
con la cepa 19 de Br. abortus. Las técnicas frecuentemente utili-
zadas en el diagndstico seroldégico de brucelosis jncluyen: prueba
de tarjeta, prueba de aglutinacién répida en placa, prueka de
aglutinacién lenta en tubo, prueba de aglutinacién en tubo con
2-Mercaptoetanol (2-ME) y prueba de fijacidn de complemento (FC3.
Existen técnicas de reciente desarrollo, entre. las que tenemos:
prueba de Inmunodifusién Radial (IDR) utilizando antigeno polisa-
cérido~B y prueba de hemd6lisis indirecta (HI) 1, 47y .
Erueba de Tarjeta

Se le conoce también con el nombre de antigerio acidificado.
Es una prueba rapida. sensible y especifica. Con sueros de bovinos
infectados experimentalmente la reaccién es positiva mucho antes
que la prueba de aglutinacidén en tubo y otras pruebas : esto
se debe a que la acidéz del antigeno inactiva a las IgM v sélo
deja aglutinar a las IgG. Es una prueba de tipo cualitativo

(2. L6, 38, 47, 48) .



Prueba de aglutinacién répida en placa

Se conoce también como reaccidén de Huddleson. Es una prueba
de seroaglutinaci6én rapida y sencilla, que se utiliza como prueba
preliminar para conocer la prevalencia de la enfermedad. Es poco
influida por fenomenos de prozona y hemdlisis de los sueros.
Es menos sensible que la prueba de tubo y con tendencia a2 presen-

tar aglutinaciones inespecificas (1, 47) .

Prueba de agqlutinacidn_lenta en tubo

Es también una prueba de seroaglutinacién que permite identi-
ficar las inmunoglobulinas IgM e IgG , la cual puede ser Gtil
como prueba diagnéstica basica y para corroborar los resultados
de otras pruebas seroldgicas. Al igual que la prueba de placa
es de caracter cuantitativo y surge el problema de que algunos
sueros caen en el nivel de sospechosos (1. 2) . Presenta limitan_
tes tales como: no poder diferenciar Ac vacunales de aguellos
producidos por infeccién natural : tampoco permite detectar con
exacltitud Ac de infecciones recientes o estados de cronicidad
y ademéas, tiene la desventaja de que algunas veces da reacciones

cruzadas con Ac dirigidos contra otros m.o. (16. 47, 48).

Prugba de aglutinacién en tubo con 2-ME

Anderson, en 1964 ( 4 ) describe la técnica. Se utiliza el
2-ME para distinguir los diversos tipos de inmunoglobulinas.

La. Igli (pentamero) se puede romper cuando se reducen los puentes



disulfuro con 2-ME, cisteina o ditiotreitol y., por 1o tanto la

molécula pierde su actividad de Ac. La IgG es resistente a este

tratamiento cuando se usan las diluciones correctas del reductor.

Bsta prueba tiene la ventaja de reducir el nimero de animales

. . g - .
clasificados erroneamente como positivos, cuando se llevan a

cabo praogramas de vacunacidn permanente. Existe el inconveniente

de Qque tiene muy baja especificidad en animalés recientemente

vacunados ( 46 ) .

Prueba de Fijacidn de Comvlemento

Esta prueba se practica en muchos paises para el diagnéstico
de brucelosis y es la que ha demostrado ser mas exacta Yy sensible.
En brucelosis bovina mientras que ambos Ac (IgM e 1IqgG) fijan
!l complemento. la 1gG es mucho mas efectiva que 1la IgM, en

la prueba de FC. Esta prueba detecta Ac producido por ia ~vacuna-

cidtn con la cepa 19 de Br. abortus hasta los seis meses posterio-
res a la vacunacién, no asi las pruebas de seroaglutinacioén,
que contindan detectandolos durante mas tiempo. En animales con
infeccion crénica. los niveles de Ac CTicnden a disminuir con
las pruebas de seroaglutinacién, mientras que con la prueba de
FC 1los nivelés diagndsticos persisten durante mas tiempo. Es
una prueba excelente, sb6lo que para llevarla a cabo es necesario

que el laboratorio cuente con personal capacitado. asi como mate-

rial vy equipo adecuados (1. 2, 47, 49Y) .
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Prueba de Hemélisis Indirecta

La prueba de HI ha sido recientemente desarrollada por Pla-
ckett et al, en 1976 ( 52 ). La prueba se lleva a cabo utilizando
eritrocitos sensibilizados con una preparacién de LPS extraidc
de Br. abortus cepa 19. Los eritrocitos sensibilizados son lisados
en presencia de un exceso da complemanto. La importancia d4c esta
prueba radica quizad en su habilidad para eliminar los fenbmenos

de prozona que ocurren en la prueba de FC ( 54 ).

Prueba de Inmuncdifusidén Radial con antigenc polisacarido-B

Las pruebas rut;i;larias de serodiagndstico no diferencian
con precisién animales infectados de animales vacunados con la
cepa 19 de Br. abortus. Debido a esto, se ha desarrollado en
afios recientes una prueba de inmunodifusién en gel utilizando
un antigeno polisacarido obtenido a partir de cepas rugosas y

lisas de Br. melitensis. Dicho antigeno ha sido denominado poli-

saca&rido-B, o bien, poli-B y, precipita en la prueba de IDR con

sueros de animales infectados. pero no con los de animales wvacuna_
dos con la cepa 19 de Br. abortus. La prueba de IDR utilizando

poli~-B puede ser aplicada a sueros de animales vacunados recien-

cemente, lo que no es posible con otras pruebas serodiagnésticas

de rutina, wya que las aglutininas posvacunales y Ac fijadores

de complemento ain estan presentes, y por esta razén existe un

gran numero de reactores positivos en dichas pruebas (19, 20,

22, 23, 32, 33, 50> .

La prueba de ILR consiste en incorporar el antigeno en el



agar y colocar el Ac especifico en pozos horadados en la misma
placa. El Ac se difunde en forma radial dentro del antigeno geli~
ficado, dando lugar a la formacidén de un anillo de precipitacién.

2] dismetro del anillo de precipitacidén crece hasta gque las con-

centraciones de antigeno ¥ Ac se encuentran en equilibrio (47)-

£n los nimales. la prevencidn de esta enfermedad se realiza

por medio de la vacunacidn de bovinos hembras entre los tres y

seis meses de edad, con la cepa 19 de Br. abortus, aunque existen

otras cepas para la vacunacién y han sido utilizadas en otros

paises. Debido a las diferentes tasas de prevalencia de la enferme_

dad en diversas regiones y palses del mundo, ¥y . aunque no siempre

se realiza la vacunacién en los primeros meses de edad de los

animales susceptibles. se pueden presentar casos en que los anima-

les adultos esten propensos a sufrir lo enfermedad. ccn las corres_

pondientes pérdidas econdémicas. Debide a esto desde hace algunos

aflos se ha estudiado el efecto de la vacunacidén en animales adultos
abortus . encon-

con dosis normal y reducida de la cepa 19 de Br.

trando gue las dos dosis son efectivas, aungue la ventajosa que

la normal. Sin embargo. en bovinos adultos wvacunados con dosis

normal se han encontrado problemas como la infeccibén persistente

por la cepa vacunal y la interferencia en el diagnéstico serolé-

.
gico de la enfermedad. Al respecto, Nicoletti et al, en 1978 (

( 49 ), encontraron que la aplicacién subcuténea de la wvacuna

10 9
de Br. abortus cepa 19, en dosis de 5.9 X 10 y 2.95 X 10 wm.o./ml

a animales adultos de un hato infectado, reducia la tasa de infec-



cién de los siguientes seis meses, no habiendo encontrado una
diferencia entre las dos dosis con respecto a la proteccién confe-
rida y considerando que los titulos posvacunales se reduieron
substancialmente cuando se utilizé la dosis reducida de la vacuna
(1. 2) .

Entre ias bases generales para el control y prevencidn de
ia brucelosis en bovinos se encuentra la identificacidén v elimina-
cidon de los animales infectados. aunado a los programas de vacuna-
ci6én. Particularmente en brucelosis, se presenta la necesidad
de distinguir Ac producidos por infeccidén natural, de aquellos
Ac producidos por reciente vacunacién con la cepa 1Y de Br. abortus
pebido a esto'existe una necesidad urgente de contar con una prueba
diagnostica sensible y especifica. primordialmente en zonas donde
ia iufeccldon tiene una prevalencia aita v la vacunacidn de animales
adultos es permitida ( 22. 32, 48) .

Las dificultades té&cnicas gque ofrece el diagndstico de esta
enfermedad han creado la necesidad de desarrollar investigaciones
con el fin de incrementar la eficiencia de las pruecbas de laborato_
rio. (22, 31). piaz y Dorronsoro ( 20 1 han utilizado pruebas
de inmunodifusién en gel. como contribucién al diaqnésti:o serolo-
gico de brucelosis y versiniosis. resultando de gran utilidad
par; diagnésticos rapidos. En 1980, Jones et al ( 32 ) encontravon
que la prueba de IDR, utilizando un antigeno polisacarido obtenido

a patrcir de.la cepa B~115 de Br. melitensis, aenominado polisacari_

do-B. tuvo una especificidad alta (80%). en comparacidn con las



pruebas de tarjeta (41.9%). rivanol (42.3%) y fijacidébn de comple-

mento (66%) : sin embargo, su sensibilidad fué menor (87.8%) compa-

rada con fijacion de compleﬁento (57.6%). rivanol (99.4%) y tarije-

ta {100x) .



OBJIJETIVOS =

1.- Evaluar y comparar la cantidad de antigeno polisaca&rido-B

producido a partir de tres diferentes cepas de Brucella melitensis:

16-M, Rev-l1 y B-115. En base a esto, a la virulencia y necesidades
de crecimiento de cada cepa, determinar cu&l de estas es mas ade-
cuada para la extraccién del polisacarido-B que se utilizarad en

subsecuentes trabajos de investigacién.

2.~ Determinar la efectividad de los polisacaridos-B obtenidos

de las diferentes cepas de Brucella melitensis, utilizando 1la
prueba de inmunodifusién Radial para diferenciar bovinos infectados
de bovinos vacunados tanto con dosis completa (9 X qu m.o./ml)
como con dosis reducida (3 X 1010 m.o./ml) de la cepa 19 de Brucella

abortus .



MATERITAL, YW MEBETODOS

El experimentoc fue llevado a cabo en dos fases
I.- La primera consistid® en la obtencidotn y compara«cidn  en

cuanto al rendimiento de los polisacaridos-8 de tres diferentes

cepas age Br.. melitensis : 16-M. Rewv-]l ¥ B8-11l5 .
II.- En la segunda fase se evalud la efectividad diagnoéstica

de los tres polisacadrido-B obtenidos utilizandolos en la prueba
de IDR para diferenciar bovinos infectados., de acquellos animales

vacunados con la cepa 19 de Br. abortus .

Fase i : extraccion de los polisacaridos-B de tres cepas diferentes
de Br. melitensis .

Fundamento : la obtencién del polisaclrido-B de cada cepa se reali_
z6 utilizando acido tricloroacético (ATA) 0.5M para la desproteini_
zacibn de la muestra ¥ los conplelos de polisacaridos solubnles

en acido se precipitaron ccn etanol frio al 95%

Se utilizarcn tres cepas de Br. melitensis (provenientes

del cepario del Departamento de Bacteriologia del Instituto Na-
cicnal de Investigaciones Forestales y Agropecuarias-S.A.R.H.).
dos de ellas lisas (16-M y Rev-1} . ¥ una rugosa (B-115}

Las diferentes cepas de 3Br. melitensis fueron cultivadas indivi-

dualmente, segln la técnica descrita por Alton et _al ( 1 . en
rrascos de RouX conteniendo medio sélido de TSA : se incubaron

durante 48hcs a 37°C en una estufa bactericlégica. para cosecharse



posteriormente con Sclucién Salina Fisiolégica (SSF). La suspen-
sidn obtenida fue colocada en tubos de centrifuga con tapén de
rosca y se centrifugd a 5000 X gravedades (g) durante 30 minutos

(min). Se lavé el paquete celular en dos ocasiones con SSF. para

posteriormente determinar el peso del! paqueke celular y hacer

una suspensién al 20% en agua desionizada. Se adiciond a esta

suspensién un volumen equivalente de ATA 0.5/, manteniéndose

el volumen total resuspendido bajo agitacién magnética constante

durante 18hrs a 4°C. La suspensidén fue centrifugada nuevamente

a 5000 X g durante 10min, obteniéndose unicamente el sobrenadante

que fue ajustado a un pH de 6.5 con hidréxido de sodio (NAOH)

1M : se adicionaron cinco volumenes de etanol frio al 95% y se

dejd en reposo durante toda la noche a 4°C. para propiciar la

precipitacién del antigeno. El material precipitado se centrifugé

a 5000 X g durante 16 min ¥ &l sedimento fue resuspendido al 10%

en agua desionizada, ajustandose el pH a 7.0 con NaOH 0.1M. Esta

suspensién final fué sometida a un proceso de didlisis durante

cinco dias. empleando agua desionizada a 4°C, la cual fué cambiada

cada cinco hrs. Con la finalidad de eliminar cualquier material

insoluble, el producto obtenido se centrifugb a 10,000 X g durante

30min, considerando al sobrenadante como el antigeno polisacéri-

do-B.
Se emple6 el mismo método para la extraccion del antigeno

de cada cepa utilizada, realiz&ndose tres repeticiones para la

obtencién de polisacaérido-B a partir de las diferentes cepas de



8. melitensis .

El paquete celular hlmmedo de cada una de las cepas fue ajustado.
en cada extraccibn., a un mismo peso con el fin de poder establecer
una comparacién real del rendimiento en la produccicn de polisaci-

rido~B de cada cepa .

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE POLISACARIDO-B A PARTIR DE
CADA CEPA DE Br. melitensis

Fundamento : este método es Gtil en la identificacioén y cuantifica_
<idén de azUcares simples, oligosacéridos, polisacaridos y sus
derivados con grupos reductores libres o potencialmente libres.
Es ventajoso ya que no requiere de hidrélisis previa. Al adicionar
acido sulfarico concentrado se forman productos de hidrélisis
de carbohidratos, como derivados furfurdlicos, que se <ombinan

con fepcles pagra formar compuestos coloridos.

La cuantificacion de poli-B contenido en cada mililitro (ml)
de solucién de los diferentes antigenos se realizd siguiendo la
técnica deserita por Dubolis et al en 1956 ( 24 ), la cual se descri_
be en la Tabla No. 2 .
Todos los tubos se dejaron en repose por 1l0min y posterliormente
se mantuvieron en bafio maria con agitacidn entre 25 y 30°C, durante
15min. Las lecturas fueron realizadas en el espectrofotdmetro
(Spectronic-20 de Bauscn and Lomb), wutilizande una longitud de

onda de 490nanémetros (nm). Todas las aeterminaciones se real izaron



TABLA No. 2.
CUANTIFICACION DE POLISACARIDO - B EN BASE A LA TECNICA OE DUBOIS.

Tubo Patron de Glucosa Agua Destilada Fenol al 5% H,S04 95.5% Solucién Problema
(1 mg/ ml) Poli-B

(mc1) (mc1) (m1) {m1) . (m1)

1 - 1000 0.5 2.5 -

2 10 990 0.5 2.5 -

2 20 980 0.5 2.5 -

4 30 970 0.5 2.5 -

5 40 960 0.5 2.5 -

6 50 950 0.5 2.5 -

7 60 ) 940 . 0.5 2.5 -

8 70 930 0.5 2,5 -

9 - - 0.5 2.5 1

10 - - 0.5 2.5 1

11 - . - 0.5 2.5 1

12 - - 0.5 2.5 1




por duplicado .

El analisis estadistico utilizado para la comparacién del
rendimiento en la produccidn ‘de polisacarido-B a partir de leas
tres diferentes cepas de Br. melitensis fue : Analisis de Varianza

{ANDEVA) y prueba de significancia de Tukey (535 )

Tase II : cvaluecidn de la efectividad de los polisacaridos-8
A) Seleccidn de muestras : se examinaron un total de 62 sueros

de bovinos, a los que se les realizaron las siguientes pruebas
seroldgicas de rutina, siguiendo la técnica descrita por Alton
et al (1 ), con el fin de determinar la presencia de Ac ccntra
brucela

i) Prueba de Tarjeta

ii) ‘Prueba de aglutinacién lenta =n tubo

iii) Prueba de aglutinacién con 2-Mercaptoetanol (2-ME)

Fundamento de las pruebas de Aglutinacién Directa (entre las que

se incluyen las pruebas de : tarjeta, aglutinacién en tubo y aglu-
tinacién con »2-ME) T es una reaccién antigeno-anticuerpo, en la
cual un antigeno celular ({brucela) o de particulas insolubles
es aglutinado directamente por el Ac {(en ese caso la IgM es 750
veces més eficiente que la IgG). La aglutinacién dérecta es relati_
vamente independiente de la temperatura, excepto para los Ac que

reaccionan en frio, como las cricaglutininas (47, 56)



Prueba del Antigeno Brucelar Amgortiguado o de Tarjeta

El antigeno brucelar amortiguado utilizade para la reaccién
de esta prueba consiste en una suspensidon de Br. aborius cepa
1119-3 en una concentracidén del 8%, en un amortiguador de lactato
a un ptl de 3.5:£0.05 y teftida con Rosa de Bengala * .

Se sacaron los sueros problema, sueros control vy antigeno
del refrigerador y se mantuvieron a temperatura ambiente durante
30-60min antes de realizar 1la prueba. Se depositd una gota de
0.02mL de cada uno de los sueros sobre una placa de cristal y
posteriormente, con un gotero calibradeo, se depositdé una gota
de 0.03ml del antigeno 2 un lado de la gota de suero. Se mezcld
perfectamente utilizando un agitador y se imprimidé un ligero movi-
miento de vaivén. La lectura de la prueba se realizé 4min &espués
utilizande un aglutinoscopio, en donde la lectura se hizo <on
la luz indirecta que tiene dicho aglutinoscopio (1, 46}

Resultado de la prueba : ( - )= Neo aglutinacién

( + )= Cualquier grado de aglutinacién

Prueba_de Aglutiiacién_Lenta_en Tubo

El antigeno que se utiliza es de Br. abortus cecpa 1119-3,
sin tefir y a una concentracidn de 4.5% * .
Para la realizacidén de la prueba fué necesario diluir la suspensioén
del antigeno original a una concentraciéon celular equivalente
al 0.045%, al utilizar sl método de la diluciébn decimal. y esta

dilucién debe realizarse cuando menos l2hrs ‘antes de utilizarse.

* ponado por : National Animal Disease Center; ames,Towa. U.S.A.



El antigeno debe diluirse 1:100 utilizando SSF adicionada de

0.5% de fenol, con el objeto de reducir la presencia del Ffenémeno
de prozona.
cuatro tubos

Métoudo de la dilucion decimal : se emplearon
{Pyrex de 13 X 100mm) por cada muestra de suero, gque

correspondieron a las siguientes diluciones : 1:25. 1:50. 1:100.

de vidrio
¥ 1:200. Se identificé el primer tubo de cada una de las muestras
v se depositaron en el fondo de este 0.08mi del suero correspon-—
La operacién fue repetida

0.02ml

diente, wtilizando una pipeta de Bang.
con los siguientes tubos depositando 0.04ml en el sequndo.

en el tercero y finalmente, en el tUlkimo tupo 0.01mi Con una

jeringa automitica se depositaron 2ml del antigeno diluido 1:100

dentro de cada tube. Los tubos fueron agitados en la misma gradi-

las muestras. Se utilizaron

lla para lograr la homogenalzacidn de

los susros control positivo y negativo * Las muestras fueron

incubadas a 37°C en la estufa bacteriolégica durante 48hrs para

posteriormente lecer los resultados .

L.a lectura de’ los resultados se hizo chscrvando los tubos contra

un fondo nearo mate. con la luz situada detras de ellos.

Interpretacion de los resuitados :
( + )= hay reaccidn positiva cuando la mezcila de suero

¥ antigeno es ciara v una leve agitacidn no disgrega los fldculos.

{ i )= hay reaccion incompleta cuando la mezcla de

suero y antigeno es parcialmente clara y una agitacién leve no

disgrega los floculos.



( - )= hay reaccidén negativa cuando la mezcla de suero
y antigeno no muestra claridad alguna y la agicacidén leve no

revela ia presencia de fléculos .

El titulo de Ac se expresa como el inverso de la dilucién,

mas alta en la que se observa aglutinacién .

Prueba_de Aglutinacion con_ 2-Mercaptoetanol

Se requirid del mismo equipo empleado para reaslizar la prueba
de aglutinacién en tubo. pero el antigeno fue dilufido 1:50 en
SSr sin fenol.

Se prepard una solucidn 0.1M de 2-ME agregando G.7i4ml de 2~
mercaptoetanol a 99.286ml de SSF sin fenol. Tanto los sueros
problema, como los sueros control fueron diluidos por el método
de diluciédn decimal (0.08ml, 0.04ml. 0.0?m! v 0.01ml) del suero
correspondiente y posteriormente se colocd lml de la solucidn
0.1lM de 2-ME. Se incubaron a 37°C por una hora y se llevd a cabo
la lectura siguiendo el mwismo criterio empleado para la prueba
de aglutinacion en tubo . La prueba es interpretada por la diferen_
cia en titulos antes y después del tratamiento con el reductor
Titulos de 160 antes y 25 después es indicativo de que solioc en
Ac presente es IgM. lo que no nos indica infeccién. Sin embargo.
titulos iguales antes y después del tratamiento. vor bajos que

sean, si nos indican infeccidén. En caso de gue sean titulos bajos

es convenlente repetir la prueba a los treinta dias .



Todos los sueros fueron clasificados dentro de cuatro grupos,
los cuales estuvieron constituidos de la siquiente manera :
a) Grupo I : se inciluyveron 15 sueros de animales sospeacho-

sos de una infeccién por Brucella, en base a las pruebas serold-

gicas realizadas con anterioridad.
b) Grupo II : estuvo constituido por 15 suerus de bovinos

vacunados en edad adulta (mids de 12 meses de edad) con dosis

qQ
reducida (3 ¥ 10 m.o./ml) de la cepa l9 de Br. abortus

©) Crupo III : estuvo constituido por !5 sueros de bovinos
vacunados entre los tres y sels meses de edad con la dosis comple-
ta (9 ¥ 1o’° m.o./ml) de la cepa 19 de Br. abortus .

d) Grupo 1V : se incluyeron 15 sueros de animales sin ante-
cedentes de wvacunacidn con la cepa 19 de Br. abortus y negativos

2 las pruebas serodiagnosticas previamente realizadas.

Ademas se trabajdé ccn dos sueros control : uno pesitive y uno

negativo *

83 E.‘valu_acién de la efectividad de los antigenos obtenidos.
Se empled la prueba de IDR utilizando los polisacaiaridos~8 opte-
nidos de las cepas : 16-M, Rev-l y B-115 de Br. melitensis .
Fundamente : 1la inmunodifusién en gel puede definirse como una
reaceién de precipitacién en un medio semisélido. La precipita-
cién ess una reaccién entre un antigeno soluble ¥y un Ac también
soluble, en la cual se forma una malla compleja de Fformas de

conjuntos entrelazados .

* ponado por : National Animal Disease Cencer. Ames, Iowa.U.S.A.



Aunque la formacioén de complejos antigeno-Ac en un medio semiséli-
do comec el agar depende de electrolitos amortiguadores, pil ¥y
temperatura, los determinantes mas importantes de la reaccidn
~son las concentraciones relativas de antigeno v Ac .

El gel fue preparado disolviende agarcsa al 1.6% (Biox6n
de México,. grado bacteriuvldgico) en éml. de amortiguador Glicina-

NaOH O.1M pH-=8.6. en un vaso de precipitados de 50ml. Por otro

lado los polisacaridos-B de cada una de las cepas de Br. meliten-
sis se colocaron también en 6ml del misme amortiguador. al que
greviamente se le habia adicionado wuna concentracién del 290%
de NaCl, para obtener una concentraciéon final de poli-B entre
40-42mecg/ml de gel ( 22 ) . Posteriormente se mezclaron volumenes
equivalentes del gel y cada una de 'las soluciones de poli-B.

ambos a 65°C en bafio maria vy se depositaron 4ml de la mezcla

en cajas petri de vidrio (con un diamectro de 5, 5cm), coleocadas

sobre uha superficie plana. Se dejaron solidificar los geles.
quedando con un espesor de 2mm para posteriormente marcar los
pozos utilizando un patrdn y eliminandc el agar por medic de

una pipeta Pasteur conectada a una bomka de vacio (21, 46) .

Se utilizaron un total de 3 placas de agarosa por cada
poli-B probado, contando cada una de ellas con 21 pozos. Los
sueros fueron depositados en 1los pozos utilizando una pipeta
automatica - (Quickpette, Helena Laboratories 10-50mel), celocando

20mel en cada pozo. En cada placa se incluyeron 19 sueros problema

un control positivo y un negativo. La. lectura se realizé después

de 24hrs de incubacidn a 37°C.observando la formacién de halos.



Aunque la formacién de complejos antigeno-~Ac en un medio semiséli-
do como el agar depende de electrolitos amortiguadores, pH vy
temperatura. los determinantes mas importantes de la reaccién
son las concentraciones relativas de antigeno y Ac .

El gel fue preparado disolviendo agarosa ai 1.6% {Bioxén
de México, grado bacteriovldégico) en 6ml de amurtiguador Glicina-
NaOH O.IM~ pH=8.46, en un vaso de precipitados de 50ml. Por otro
lado los polisacaridos-B de cada una de las cepas de Br. meliten-

sis se colocaron también en 6ml del mismo amortiguador., al gque

greviamente se le habia adicionado una concentraciétn del 203%

de WNaCl, para obtener una concentracién final de poli-B entre
40-42mecg/ml de gel ( 22 ) . Posteriormente se mezclaron volumenes

equivalentes del gel y cada una de las soluciones de poli-B,

ambos a 65°C en bafio maria y se depositarcn 4ml de la mezcla

en cajas petri de vidrio (con w didmetro de 5. Scm), colocadas

sobre uha superficie plana. Se dejaron solidificar los geles.

quedando con un espesor de 2mm para posteriormente marcar los

pozos utilizando un patréon y eliminando el agar por medio de

una pipeta Pasteur conectada a una bombka de vacio (21. 46) .

Se utilizaron un total de 3 placas de agarosa por cada

poli-B probado. contando cada una de ellas con 21 pozos. Los

sueros fueron depositados en los pozos utilizando una pipeta
automatica - (Quickpette,Helena Laboratories 10-50mecl), colocando
20mcl en cada pozo. En cada placa se incluyeron 19 sueros problema
un control positivo y un negativo. La. lectura se realiz6 después

de 24hrs de incubacién a 37°C, observando la formacidén de halos.



RESUIL.TADOS

Fase I : extraccién de los polisacéridos-B de tres diferentes
cepas de Br. meli tensis .
Las cantidades de antigeno polisacidrido-B (mcg/ml) obtenido

a partir de ceda una de las cepas de Br. melitensis utilizadas

en este trabajo fueron determinadas en base a una curva esténdar
de glucosa, realizando un total de tres repeticiones para cada
cepa (Grafica Ne. 1)

Cuando se Lllevd a cabo la extraccidn de polisacarido-B de
las tres cepas de Br. melitensis a partir de \_u:\ peso de 3.8gr
de paquete celular hamedo. el volumen final obtenido para cada
antigeno fue de 7.5ml ; al utilizar como peso inicial 5.2gr se
obt:.u\f'ieron 14ml y 27ml para cada antigeno cuando se utilizaron
6.6gr de paquete celular himedo.

La cantidad total de polisacarido-B {(mcg), referida al
voclumen final obtenido para cada antigeno se muestra en la Tabla
No. 3 . La cantidad promedio de polisacarido-B obtenida a parntir
de las cepas lisas de Br. melitensis (16-t1 y Rev~1l) resultdé ser
casi tres veces mayor a la obtenida a partir de la cepa rugosa
(B~115) . Tabla No. 4 .

El anélisis estadistico utilizado para realizar la compara-
cidén en cuanto al rendimiento de polisacérido-B obtenido a partir

de cada cepa de Br. melitensis no mostrd diferencia estadistica-

mente significativa entre las cepas lisas (16-M y Rev-1), sin



embargo. al comparar estas dos con la cepa rugosa (B-11%) si

se encontrd diferencia significativa (p £06.05). En la Tabla No.4
se muestran los resultados del an@lisis estadistico realizado

para la comparacidn del rendimiento obtenido de los tres polisaca_
ridos-B . p; 1a Tabla No. 4a se muestra el desarrollo del andlisis
cstadistico

Fase I : evaluacitn dc la efectividad de los tres polisacéa_
ridos-B.

La informacién correspondiente al comportamiento de los
62 sueros de .bovinos muestreados (divididos en 4 grupos), tanto
en las pruebas serolégicas de rutina, como en la prueba de IDR
utilizando l1os tres polisacaridos-B obtenidos, se presenta en
las Tablas 5, 6, 7y 8

Por lo que rTespecta al Grupo I (sueros de animales sospecho-
sos a una infecciétn por Brucella). del total de 15 animales,
12 fueron positivos a la prueba de aglutinacidn con 2-ME., presen-
tando titulo de 200 y un‘ animal con un cituluv de 1CC. resultandn
estos 13 sueros positivos a la prueba de IDR con los tres diferen_
tes polisacaridos-B , Tabla No. 5 .

Es importante notar que el total de animales vacunados con
dosis reducida (3 X Loq m.o./ml) de la cepa 19 de Br. abortus
(Grupo II) rTesultaron positivos a la prueba de aglutinacidéon en
tubo, presentando diferentes titulos. sin embargo, uUnicamente

cuatro de ellos fueron positivos a la prueba de aglutinacién

con 2-ME, presentando titulos hasta de 50. Todos los animales



de este grupo resultaron negativos en la prueba de IDR con los
tres poiisacaridos-B. Tabla No. 6 .

En el grupo de animales vacunados con dosis normal (9 X
10m m.o./ml) de la cepa 19 de Br. abortus (Grupo III), los anima-
les Ne. 9 y HNo. 11 resultaron positivos en la prueba de IDR (se
observé }a aparicién de un halo de precipitaci6tn). Los sueros
de estos dos animales fueron también positivos a las pruebas
de sercaglutinacidon realizadas, presentando titulos elevados
(200), Tabla No. 7 .

En &l Grupo IV (animales sin antecedentes de vacunacién)
no se encontraron reactores positivos tanto en las pruebas de
rutina, como en la prueba de IDR utilizando los tres polisacé_
ridos-B.

ElL suero control positivo presentd titulos de 200 en todas las

pruebas serolégicas realizadas y pudc observarsce o formacién
de un halo de precipitacidn en la prueba de IDR con los polisaca_

ridos-B obtenidos de las tres cepas de Br. melitensis .

Todos estos resultados, expresados en porcentajes, se mues-—
tran en las Tablas No. 9 (resultados de las pruebas serodiagnés-—
ticas de rutina) y No. 10 (resultados de la prueba de IDR). para

los cuatro grupos de bovinos muetreados.
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TABLA NO. 3.

CANTIDAD TOTAL DE ANTIGENO POLISACARIDO - B (mcg) REFERIDA AL VOLUMEN FINAL OBTENIDD

PARA LAS TRES CEPAS DE Brucella melitensis UTILIZADAS.

Experimento No. Pesao del paquete celular Cepas de Br. melitensis

himedo (gr). 16-H Rev-1 B-116

1 3.8 544.5 360.0 109.5
2 5.2 1058.4 918.4 375.2
3 6.6. 2397.6 2235.6 815.4

- 6¢ -



TABLA NO. 4.
COMPARACION DE TRES CEPAS OE Brucella mel1tensis EN CUANTO A SU RENDIMIENTO
EN LA PRODUCCION DE POLTSACARTNO - B A PARTIR Df 1 €. DE PAQUETT CLLULAR HUWMEDC.
Cantidad promedio de |Desviacibn
esténdar

- 0p -

Cepas de_Br. melitensis No. de Repeticiones
Polisacirido-B (mcg)
- 16-M R 3 236.6 a* 113.6
B [T 202.3 a* 123.7
74.7 b* 47.6

* a, b, Valores con distinta 11tera] son estadisticamente diferentes.
P<0.05) en. la prueba de Tukey i .
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Tabla No. 4a .

ANALISIS DE VARIANZA (ANDEVA) . CIASIFICACION SIMPLE .

‘TRBLAS

FUENTE DE GRADOS DE SUMA Dz CUADRADO Fcalculada| F.95,2,6351
VARTACION LIBERTAD (GL) | CUADRADOS MEDIO
TRATAMIENTOS (a=1)= 2 30722.3 15361.15 15.38 5.14
ERROR (n-1)=6 5991.4 998.5
(udiferencia)
TOTAL {an-1)=8 36713.7

NGmero de muéstras o tratamientos = 3
Nimero de repeticiones para cada muestra = 3

g
B
'l
nil

F = Varianza entre muestras _ 15361.15 = 15.38
Varianza del error 998.5

Varianza = M = Suma de cuadrados Para Tratamientos = 30722.3 = 15361.15
Grados de Libertad 2

Para Error = 5991.4 = 998.5
6

INTERPRETACION DEL ANDEVA :
Cuando son varias las muestras y por tanto hay varias medias, la hipSte—

sis de nulidad Ho y la hipStesis altermativa Hy son :

B ooy o= opy = ..eopn,
By = pm % py #.-.....p, (©al menos un par'de u son #)



Si Fealculada >  Ftablas ~—3 Entonces se rechaza
Ho y se acepta la —
alternativaHA
Ast tenemos que =
15.38 > F,

0.05 2,6y = 5-14
Por lo tanto la hipStesis Ho se rechaza .

Comparaciones Miltiples por el M8todo de Tukey .

W = gueSx .
en donde : Sx = error estindar de la media = 52
n
52 = M o varianza del error experimental

nGmerc de repeticiones para calcular medias
ge- = valor tabular,que es un valor de t modificado.

q,
0.05,3,6,91 = 4.34 Sx = || 998.5 = 18

W= 4.34 (18 ) = 78.12

Ceraa de Br. melitensis

16-M 21 = 236.6
Ren~1 22 = 202.3
B~115 :'(3 = 74,07



34.300 < 78.12

1.- Xl - X2 Dl= 236.6 - 202.3 =
2.—- Xl - X3 D2= 236.6 - 74.07 = 162.53 > 78.12
3.~ xz - X3 D3= 202.3 - 74.07 = 128.23 > 78.12

Interpretacitn de la prueba de Tukey :

Si D (diferencia entre medias)2 g 8x , la difrencia se debe conside
rar significativa si £=0.05 . En caso contrario las medias deben considevar
se iguales o equivalentes, o la diferencia cbservada estima a cerv, y por~

lo tanto, es estadisticamente no significativa .

GRUPO ’ x
1 236.6a%
2 202.3a*
3 74.,07b*

* Medias con distinta letra son
estadisticamente diferentes.



TABLA do. 5

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS SERULOGICAS DE RUTINA Y DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION RADIAL EN EL GRUPO I:
ANIMALES SOSPECHOSOS A UNA INFECCION POR BRUCELLA.

P R UE B A 0 I A G N O S T I c A

GRUPC I: Animales sospechosos Aglutinacién Aglutinacidn Tnmunodifusidn Radial
No. de suero Tarjeta en tubo con -ME 16-M Rev-1  B-115

1 + + 200 i 200 + + +

2 + + 200 i 200 + - + +

3 + + 200 + 200 + + +

49 + + 200 + 200 + + +

5 + + 200 + 200 + + +

6 + + 200 + 200 + + +

7 + + 200 i 200 + + +

L] + + 200 + 200 + + +

9 + + 200 + 200 + + +

10 + + 200 i2s - - -

11 + + 200 i 200 + kS +

12 + + 200 + 200 + + +

13 + + 200 + 200 + + +

14 + i oo i25 - - -

15 + + 200 + 200 + + +

+ = Aglutinacién o precipitacién completa
i = Aglutinacidn incompleta.

aglutinacidn.

= {0 se observa ningiin grado de aglutinacidn o precipitacidn,
Criterio de lectura: El titulo se expresa como el inverso de la dilucidn mds alta en la que se observa

-y -



TABLA No. 6

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS DE RUTINA Y DE LA PRUEBA DE INMUNCDIFUSION RADIAL EN EL GRUPO II:
m.0./ml DE LA CEPA 19 DE Brucella abortus.

ANIMALES VACUNADOS CON DOSIS REDUCIDA 3 x 10

GRUPO II: Animales vacunados P RUEB A D I AGNOSTICA
con dosis reducida. Aglutinacidn Aglutinacidn Inmunodifusidn Radial
No. de sueru Tarjeta en tubo con 2-ME 16-M Rev-1  B-115
1 - + 50 - - - -
2 - + 50 - - - -
3 + + 50 25 - - -
4 + + 50 + 25 - - -
5 + + 200 + 50 - - -
[ - i 50 - - - -
7 - + 25 - - - -
3 + + 50 + 25 - - -
9 + + 100 + 50 - - -
10 + + 200 + 50 - - -
11 + + 200 + 50 - - -
12 - + 25 - - - -
13 + + 50 - - - -
14 - + 25 - - - -
15 - + 25 - - - -

- Gb -

+ = Aglutinacidno praszipitacién conmleta.

i = Aglutinacidn incompleta.

~ = No se observa ningin grado de aglutinacidn o precipitacidn,
Criterio de lectura: El titulo se expresa como €l inverso de la diluci6n mds alta en la que se observa

aglutinacién.



TABLA Ho. 7.

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS.DE RUTINA Y DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION RADIAL EN EL GRUPO I1Il:
ANIMALES VACUNADOS CON DOSIS NORMAL 9x1010m.o./m1 DE LA CEPA 19 DE Brucella abortus.

PR UEB A B I AGNUOSTTICA
GRUPO I1I: Apnimales vacunados
con dosis normal. Aglutinacion Aglutinacibn Inmunodifusidn Radial
Ro. de suero Tarjeta en con 2-ME 16-M Rev-1 8-115
c 1 + - - - - -
2 - + 25 - - - -
3 - - - - > -
4 - - - - - -
5 + + 25 - - - -
6 - + 50 - - - - .
7 + - - - - - -~
8 + + 50 - - - - -
9 + + 200 + 200 + + +
18 + "+ 50 + 25 - - -
n + + 200 + 200 + 4w
12 + + 50 i 50 - - -
13 - + 25 - - - -
14 - - - < -
15 - + 25 - - - -

+ = Aglutinacidn o precipitacidn completa.
i = Aglutinacibén incompleta.

-~ = No se observa ninglin grado de aglutinacidn o precipitacidn. .
Criterio de lectura: E1 titulo se expresa com el inverso de la dilucifn mis alta en la que se observa

aglutinaci6n.



TABLA No. &,

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS DE RUTIHA Y DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION RADIAL EN EL GRUPQ IV:
ANIMALES SIN ANTECEDENTES DE VACUNACION, INCLUYENDO LOS CONTROLES POSITIVO Y NEGATIVO.

U E B

D

T

A G

N0 S T 1T ¢

GRUPG IV: Animales no vacunados
No. de suero Tarjeta

PR
Aglutinacién
en tubo

A
Aglutinacion
con 2-ME

A
Inmunodifusion Radial
16-M Rev-1 B-115

15 . -
Control (+) o+
Control {-) -

+ 200

+ 200

-y -

+ = Aglutinacifn o precipitacién completa.
~ = Ningiin grado de aglutinacidn.

Criterio de lectura: E1 titulo se expresa como el inverso de la diluci6n mds alta en la que se observa

aglutinacidn,



TABLA NO. 9

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS EXPRESADOS EN PORCENTAJES (%) EN LOS CUATRO GRUPOS DE BOVINOS MUESTREA-
DOS, INCLUYENDO LOS CONTROLES RESPECTIVOS.

GRUPO Tajeta Agtutinacién en Tubo . Aglutinacion con 2-ME
- + - +25 +50 . +100: ... +200 - +25 +50 +100 4200
¥ - 13.3 - 6.6 80,0
) - N : T L}
11 46.6 20.0 26.6 - - -
E . )
; . 1
111 | 46.6 §3.3 - | 33.3 20.0 33,3+ o133 66.6 13.3 6.6. - 13.3
v |.100 - 100 - S L - 100 - - - -
e+ |- 100 et 21100 - e - 100
c- 100 - 100 - - 100 ° - - - -
C + = Control positivo -

C ~ = Control .negativo.
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TABLA NO. 10

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION RADIAL EXPRESADOS EN PORCENTAJES

(%) EN LOS CUATRO GRUPOS DE 8CVIMNOS MUESTREADDS, INCLUYENDO LOS CONTROLES
RESPECTIVOS.

GRUPO INMUNODTFUSION RADIAL

16-M REV-1 B-115
- + - + - +
I 13.3 86.6 13.3 86.6 13.3 86.6
II 100 - 100 - 100 -
II 86.6 13.3 | 86.6 13.3 86.6 13.3
Iv 100 - 100 - 100 -
Control (+) - 100 - 100 - 100

Control (-) 100 - 100 - 100 -




DISCUSTON

En estudios previos (22, 32). diversos autores, utilizando
el método empleado en el presente trabajo para la extraccién de
polisacarido-B a partir de la cepa B-115 de Br. melitensis, han
demostrado que dicho antigeno precipita en la prueba de IDR tGnica_
mente con sueros de animales infectados.

En 1981, Diaz et _al ( 23 ), concluyen que el polisaclrido- B
obtenido a partir de la cepa lisa de Br. melitensis 16-M es inmuno_
légicamente vindiscinquible del polisacarido-B obtenido de la cepa
rugosa B-115 y del polisacAarido~-B presente en la fraccién 5 de
Redfearn.

Ontiveros -y Tenorio, en 1984 ( 50 ), utilizando la cepa lisa
de Br. melitensis Rev-1 para la obtenciédn de polisacarido-B, demues_
tran que dicho antigeno puede ser utilizado en la prueba de IDR
para diferenciar bovinos infectados en forma natural, de aquellos
animales vacunados con la cepa 1% de Br. abortus .

Sin embargo, hasta el momento no se habia llevado a cabo
una comparacién entre las diferentes cepas de Br. melitensis (lisas:
16-M y Rev-1l, y rugosas: B-115)., bajo condiciocnes similares de
experimentacién (pesos constantes de paquete celular para cada
cepa Y un mismo método de extracciédn y cuantificaciédn para dicho
polisacarido)., con la finalidad de evaluar cual de ellas produce
una mayor cantidad de antigeno polisacarido-B., utilizado en la

prueba de IDR para el diagnéstico de brucelosis bovina.



Bn la Tablia No. 4 puede apreciarse que la cantidad (mcg)
de polisacarido-B obtenida a partir de las cepas lisas de Br.

melitensis (16-M y Rev-1) fue mucho mayor que la producida por

la cepa rugvsa B-115. Al respecto., Diaz et al en 1979 ( 22 ).
encuentran diferencias importantes en cuanto al rendimiento de
polilacarido-B obtenido a partir de’ dos cepas de Br. melitensis
notifican un rendimiento del 1.5% para la cepa 16-M. contra un

0.5% obtenido de la cepa B-118, lo que concuerda con los resulta-

dos obtenidos en el presente trabajo, en el que se encontré que

las cepas lisas 16-M y Rev-1 tuvieron un rendimiento en la produc_
cién de polisacarido-B casi tres veces mayor que el de la cepa
rugosa B-115 de Br. melitensis . Es importante aclarar que no
fue posible hacer la comparacidén de nuestrogs resuliados en base
al rendimiento, expresado en porcentaje. con los resultados repor_
tadAcs> por otros autores, ya que notifican porcentajes en cuanto
a rendimiento en base a peso seco de paquete celular. mientras
que en el presente trabajo el rendimientoc fue calculadoc en base
al peso himedo Je bacterias.

Diaz y Levieux, en 1972 ( 21 ), demuestran que la cepa B-
115 de Br. melitensis pierde su habilidad para sintetizar polisa-
carido-B después de repetidos subcultivos. Este quiz& haya sido

un factor importante en los resultados obtenidos en-.este trabajo.

ya que la cepa B-115 de Br. melitensis utilizada para la extrac-

cién del antigeno tenia ya varios pases, y la cantidad total

de polisacdrido-B obtenida fue mucho menor que la producida a
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partir de cepas lisas (16-M y Rev-1).

En lo que rTespecta a la evaluacidon de la efectividad de los
diferentes polisacaridos-B al ser utilizados en ia prueba de IDR,
Diaz et _al. en J§7’-J ¢ 22 ), utilizandc polisacarido-B obtenido

a partir de la cepa 16-M de Br. melitensis en dicha prueba., notifi_

can un 78.3‘% de reactores positivos en animales sospechosos a
‘una infecci6én por Brucella : 88.6% de positivos en animales infec-
tados experimentalmente con una cepa virulenta de Br. abortus,
aunque en animales vacunados tanto con dosis reducida (5 X IOq
m.o./ml), como con dosis completa (9 X 10|° m.o./ml) de la cepa
19 de Br. abortus no encontraron reactores positivos.

Angulo y Villa, en 1985 ( 5 ), prcobando 342 sueros de bovinos
revacunados con una doésis reducida de la cepa 19 de Br. abortus
encontraron un 2.733% d¢ roactores positivos en la prueba de IDR.,
utilizando polisacarido-B cbienido a partir de la cepa 16-M de

Br. melitensis. Los datos anteriores van de acuerdo con este traba_

jo en el que se obtuve un porcentaje alto de reactores positivos
en el grupo I de los animales muestreados (sospechosos a una in-~
feceitn por Brucella). pero no se observé ningdan reactor positivo

en la prueba de IDR dentro del grupo 1I (animales vacunados con

q »
dosis reducida 3 X 10 m.o./mi de la cepa 19 de Br. abortus ).

Empleando el polisacériﬁo-B extraido de la cepa B-115 de Br.

 melitensis. Jones et _al, en 1980 ( 31 ). encontraron un 90.3%

la prueba de IDR en sueros de animales

de reactores positivos a

en los que se demostrd.por aislamiento., infeccidén por Br. aborcu_s:
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e
en animales vacunados con dosis normal (7.8 X 10 m.o./ml) se

presenta un 4.3% de positivos y ningan reactor positivo en el
G
grupo . de animales vacunados con dosis reducida (5 X 19 m.o./ml)

de la cepa 19 de Br. abortus . Como puede observarse en el cuadro

No. 10 en este ctrabajo se encontraron resultados similares., vya
que Gnicamente se detectaron reactores positivos en los siguientes
grupos: grupo 1 (animales soszpechosos a una infeccidn por Bruceila
con un 88.6% y grupo III (animales vacunados con dosis normal
9 X 10", m.o./ml) con un porcentaje mucho mas bajo de 13.3%. Es
importante sefialar que los dos animales del grupo II1I que resulta-
ron positivos a la prueba de IDR con los tres diferentes polisaca-
ridos-B presentaron titulos muy altos (200), tantoc en la prueba
de aglutinaciétn en tubo, como en la prueba de aglutinacién con
2-ME, por lo que se piensa gque estos animales est:ab'an de alguna
manera infectados, va sea por la propia cepa vacunal (lo que pudo
deberse a un mal manejo de la vacuna), © bien . con una cepa de
campo.

Por otro lado, Ontiveros y Tenorio, en 1984 ( 50 ), utilizando
polisacarido-B obtenido a partir de la cepa lisa de Br. melitensis
Rev-1, encuentran un 94% de reactores positivos en un grupo de
animales infectados, mientras que sélo un il% de reactores positivos
en animales vacunados con dosis normal (9 X 10'“ m.o./ml) y un
3% de positivos en animales vacunados con dosis reducida (4.5
X 10. m.o./ml) de la cepa 19 de Br. abortus . Estos resultados

concuerdan con los obtenidos en este trabajo. ya que el porcentaije
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mas alto de reactores positivos se encontr6é en el grupo I. (animales
sospechosos a una infeccién por Brucella) de las animales muestrea-—
dos. v

No ée encontrarcn diferencias importantes en cuanto a la
utilidad de los tres polisacaridos-B en. la prueba de IDR para
el diagnéstico de brucclosis bovina. ya gque los resultados obteni-
dos con los tres antigenos fueron similares. es decir, en el caso
de animales infectados se observd la formacidn de un halo de preci-
pitacién en las tres placas de IDR. sin embargo., en la placa im~
pregnada con el polisacarido-B extraide a partir de la cepa B-
115 de Br. melitensis los halos de precipitacidon fueron menos
aparentes, en comparacién con los presentados por las cepas 16=1
¥ Rev-L .

Las cepas lisas (16-M y Pev-1) de Br. meiitensis tuvieron
un crecimiento mas abundante en cultivo, en ccmparacidn con la
cepa rTugosa B-1l15. Las cepas lisas presentaren un rendimiento
similar en cuanto a la produccién de polisacarido-B. sin embargo,
es importante tomar en cuenta que la cepa Rev-l es vacunal (bacte-
rias \}ivas-atenuadas). lo que le confiere menores riesgos para
su manipulacién en el laboratorio, a diferencia de 1a§ cepas 16~
(lisa) vy B~115 {(rugosa)., las cuales debido a su virulencia conlle-

“van un riesgo mayor al manipularlas .



CONCIL.USTONES

1.~ Las cepas lisas de Br. melitensis (l6-M y Rev-l1) fueron
las mas adecuadas pare la obtencidén de polisaclrido-B, ya que
el rendimiento (en mcg) obtenido a partir de estas fue casi tres

veces mavor que el de la cepa rugosa de Br., melitensis (B-115)

-

Z.- La cepa Rev-l de Br. meiitensis resultd ser la mas adecua_
da para la produccidn do polisacarido-B a utilizar en subsecuentes
trabajos de investigacidn, tomando en cuenta sus necesidades
de crecimiento, virulencia y el rendimiento obtenido para la

producciédn del antigeno .

3.~ La pruepa de IDR utilizando antigeno polisacarido-B permi-
te diferenciar animales infectados. de animales wvacunados ya
sea con la dosis reducida o la dosis completa de la ceopa 19 des

Br. abortus .
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APFENDTICE: = SOLUCTONES V¥V REACTIVOS

Solucién Salina Fisiolégica 0.85% (SSF)
Cloruro de sodio ............
Agua destilada <¢.b.p.

Solucidn de Hidréxido de Sodio (NaOH) 0.1M
Hidréxido de sodio . ......... 3.99%gr
Agua destilada c.b.p. ....... 1l 1lc o

Solucidon de Hldroéxido de Seodio (NaOH) 1M
lHidréxiao de sodio ...... ... 39.9gr
Agua destilada c.b.p. ........ 11t

Solucién de Acido Tricloroacético (ATA) 0.5M
Acido Tricloroacético ....... 31.67gr
Agua destilada c.b.p. ....... 1 le

Solucién de Fencl al 5%
Fenol .. ...t acaeenns ... 50gr
Agua destilada c.b.p. ....... 1 1¢c

Soluciotn estandar de Glucosa (lmg/ml)
Slucosa anhidra ............. S50mg
Agua destilada c.b.p. ....... S0m1

Amortiguador Glicina-NaOH 0.1M pH=8.6
Solucién A : Glicina 1M
Glicina .......ineieeeeneaann 75.07gr
Agua destilada c.b.p. ....... 1 it

Soluciétn B : NaOH LN
Hidroxido de sodio .......... 40gr



Agua destilada c.b.p. ....... 1 1¢c

Para obtener el pH~8.6
Sclucién A :
Solucién B @ ... ... .. 8.0mi
Agua destilada -.c-.eeonanno- 892m1
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