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RESUMEN 

El objetivo principal de este trabajo fué el determinar 

cuál de tres diferentes cepas de Brucella melitensis, dos lisas: 

16-L-i y Rev-1. y una ruqosa: B-115. producia una mayor cantidad 

de antigeno· polisacárido-a. Este fué extraído con ácido triclo

roacético O. 51'1 y precipitado con etanol fria al 95% . La cuan

tificación de cada anerqeno se realizó siquiendo la técnica des

crita por Dubois. Se realizaron tres repeticiones para la ex

tracción del polisacárido-B a partir de cada cepa, y el análisis 

estadistico utilizado para la comparación de los rendimientos 

obtenidos de las tres cepas fué: miélisis de varianza y Prueba 

de siqnificancia de Tukey. 

La efectividad de los tres poiisacáridos-B fué evaluada 

utilizándolos en la ·Prueba de Inmunodifusión Radial CIDR), pro

bando sueros de bovinos sospechosos de una infección por Brucella.. 

bovinos vacunados tanto con dosis reducida, como con dosis normal 

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

de 1 

16-M: 

Las cantidades promedio de polisacárido-B obtenidas a partir 

qramo de 

236.6mcq 

peso húmedo de bacterias fueron las siquientes: 

Rev-1: 202. 3mcg y B-115: 74. 7mcq. El análisis 

estadistico no mostró diferencia siqnificativa entre las cepas 

lisas, pero si la hubo al comparar estas dos con la cepa rugosaª 

La efectividad de los p0lisacáridos-B en la prueba de IDR resultó 
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s";-i .,.,.· .• ct:oria para el diagnóstico de brucelosis bovina-

Las cepas lisas de Brucella melitensis {16-M y Rev-1) fueron 

las rl!ás adecuadas para la extracción de polisacárido-B, ya que 

el rendimiento obtenido a partir cie est:.as fué mucho mayor que 

el obtenido de la cepa rugosa (B-115) 
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INTRC>DUCCIC>N 

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa causada 

por bacterias del género Brucella.. que afecta a un qran número 

de especies animales.. incluyendo al hombre, por lo que representa 

un serio problema de salud pública (l, 3, 7, 30, 39) 

Esta enfermedad es una zoonosis de importancia mundial para 

la salud pública y la economía. Aunque la brucelosis bovina se 

ha logrado erradicar en algunos paises.. mediante campa~as basadas 

en el sacrificio de reses infectadas, 

mente los programas .de erradicación. 

en otros, continúan tenaz-

La brucelosis caprina es 

hombre y sigue teniendo la causa más común de infección en el 

muy amplia difusión, particularmente en los paises en vías de 

éxito. Y .. si bien la vacunación del ganado vacuno .. ovino y caprino 

tiene cierta utilidad como medida de control el objetivo más desei3-

ble, la erradicación, ·depende de la localización y sacrificio 

de los animales infectados. En cuñt lquier ca~o, toda esperanza 

de éxito tiene que fundarse en técnicas de laboratorio sólidamente 

establecidas que tengan la capacidad de eliminar resultados falsos 

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

ANTECEDENTES 

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

aa como fiebre de mal ta, mediterránea u ondulante, descubrió en 
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el bazo de los sujetos muertos un microorganismo {m .. o.} al que 

i·1amó Micrococcus melitensis . En 1897. Bang ( 9 ). aisló al -m.o. 

responsable del aborto contagioso en el ganado y lo llamó Bacillus 

abortus .. Estas dos enfermedades se estudiaron independientemente 

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

9 ,.~ en 1918 .. cuando se estableció una relación entre ambas 

(8. 16. 2?. 

cabras y en 

30) Estas dos enfermedades. 

forma secundaria en el hombre, 

una primaria~ente en 

y la otra propia del 

ganado, se consideran actualmente íntimamente relacionadas.. En 

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

ramente por las marranas y se sabe ahora que está muy relacionada 

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

de tres especies diferentes.. estos gérmenes recibieron el nombre 

genérico de Brucel la y !;C cvüucen como: Bruce! la rnelitensis (!!!:...:.. 

mel i tensis). =ª~r~u~"~-e=l~l~ª~~ª=b~o~r~t"-u=s (Sr. abortus) y Brucella sui·J (1!!::_ 

Suis) La infección Producida por las bacterias de este género 

es conocida como "Brucelosis" (9. 17. 27). 

PATOGENIA 

En el hombre la brucelosis es causada por las siguientes 

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

canis ; la proporción de cada una se desconoce en México, pero 

el consenso es que las infecciones más severas son las causadas 

por Br. melitensis. Investigaciones epidemiológicas sugieren que 

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

ar. melitensis (11. 59) 
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Esta enfermedad propia de los animales se transmite al hombre 

por ingestión, contacto, inhalación e inoculación accidental. 

siendo más frecuente entre médicos veterinarios, personal de 

mataderos y de labora~orío. En los bovinos. la fuente principal 

de infección 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 pública debe considerarse 

a esta infección no sólo como causa de enfermedad. sino también 

como factor nocivo para la producción de alimentos. Por otro 

lado, causa grandes pérdidas a la industria pecuaria por concepto 

de abortos y otros problemas reproductivos, reemplazo, disminución 

láctea llegando, inclusive hasta la muerte de terneros de calidad 

e interrupción de lineas genéticas (J,. 13, 15, 55) . 

debida a Br. abortus, aunque también puede serlo por Br. meliten

sis y Br. suis _ Esta enfermedad está caracterizada por abortos 

en las vacas con madurez sexual y por lo tanto, se considera 

como una importante pérdida económica para la industria ganadera 

en todo el mundo. El m.o. también infecta los órganos 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. y ocasionalmente, el aparato genital de vacas 
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y toros. Después de penetrar al huésped. Br. abortus se establece 

en ganglios linfáticos regionales Y posterior a ésto, se generali

za en los tejidos del huésped. Continúa proliferando en el tejido 

linforreticular produciendo una infección general izada que no 

se restringe o la ubre .. útero y ganglios asociados, aunque estos 

órganos 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 explotación, que en Su mayoria son de tipo 

eKtensivo. Existe una incidencia muy alta de brucelosis en las 

cuencas lecheras del pais-: indistintamente de su localización 

geográfica, debido a las condíciones de manejo; que en qrun parte 

son de tipo intensivo y estan sujetas a alta productividad, lo 

que hace al ganado más susceptible para contraer esta enfermedad 

( 54 ) • 

La Dirección General de Sanidad Animal (DGSA) notificó 

los datos presentados en la Tabla No. 'l sobre prevalencia de 

brucelosis bovina y animales vacunados en la República Mexicana. 

CJ\RACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO 

Los miembros del género Brucella son pequefios cocobacilos 



TABLA No. l. 

PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA Y ANIMALES VACUNADOS EH LA 
REPUBLICA MEXICANA 

BOVINOS PRODUCTORES DE LECHE. 

AÑO 1 
Total de Animales 

1 
% de Positivos !J Animales 

Muestreados. del total deanimale Vacunados 

19131 77 .165 4.42 50,186 

19132 89,160 10.96 106,213 

1983 7D,014 5.46 92,512 

1984 6D,355 6.26 38,145 

BOITINOS PRODUCTORES DE CARNE. 

AÑO 1 
Total de animales 1 % de Positivos 1 Animales 

Muestreados del total de animales. Vacunadnc. 

1981 53,974 6.17 22,232 

1982 49,237 5.57 53,550 

1983 86,023 5.13 32,143 

1984 43,045 6.29 18,948 

DGSA, 1985. Fuente : Dirección de Estadistica :Publicaciones 
Mensuales, D.G.S.A.-S.A.R.H. 
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'Jr:Jr.ina¿:·q.:itivo::i. y .:n"!'robios ... inmóviles,. no esporulados y con relativa 

inuctivid:Jd metabólicaª Estos m.o. son parásitos obliqados dC" 

los .3nímales y d(·}l hombre .. siendo c .. 1ract€:ristic¿ B:u local izaci6n 

íntra.cclu1ar (10. 17, 25, 30) -

Se considera qu~ el género Drucelln consta de seis especies: 

Sr. melitensis. Ar. abor~us. Dr. suis.. Br. neo~omae, Br. ovis 

y Sr. r::aní.s . En r;cn(!ra1 l<Js cuat...ro primeras. especies antes mcn

~ion.-i.Jas adoptan la formo lisa .. mi~ntras que Br. ovi:::; y Br. canjs 

s~ han observ.:ido sólo en forma rugosa (l. 17,,. 25) . 

Por lo que respecta a los medios de cultivo en el laboratorio 

su crecimiento es len:::o. especialmente al iniciarse el cultivo,. 

por lo que las 

48 horas ( hrs) 

colonias no son visibles sino hasta después de 

o más_ incub.adn.s ~ 37"C. Los m. o. suelen presen-

tarse nis 1 ados o an pares.. y forman pcqu.;i'\as cadenas en los cul tí -

vos (9. 2:5,.. .30,. 40) Estos organismos se desarrollan en aPro

biosis. aunque los cultivos primarios de Br. abortus y Br. ovis 

crecen particularmente pobres y requieren una dtmósfera que con-

tenga cit> S a 10'\; de co,, mier1tras qu0 las especies restantes 

crecen bajo condiciones atmosféricas normales (l. 40) . 

Algunas cepas de Brucella,. sobre todo en ei primer cultivo 

sólo se desar~ollan en presencia de suero y para su aislomienco 

se recomiendan como medios de cultiva básicos (no selectivos): 

el agar dextrosa con suero. agar tríptosa con suero .. agar tripti

casa.-soya (TSA) .. ugar Brucel la ... agar albimi y a.g:ar Pi1PO. C l .. 10,.. 40). 

En general. las brucelns .aisladas a partir de tejidos son 
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del r.ipo liso ( S ) Las colo ni as 

redondeadas. convcKas y traslúcidus. 

l isu.s típicas son pequel'1-3s. 

El g~nero Brucella se diso-

cia cr-Jn hnstc.Jr-:te facilidad dando l:_¡gr-!.r a la form.:i rugosa. La 

trasformación s-----7 R (de cepa lisa a rugosa) se acor.1p2t'ia .. 

adcm=.ís de apurición de colonias rugos2:.:, d~ .:i~zminución de la 

virt1lencia y cambios de especificidad in~ur1016gica {9. 25) 

Las pruebr:ls empleadas para se;:iarr:lr los biotipos del gé.:ncro 

Bruceila requieren de invest.iga.ción d·3l mctubol ismo oxidatívo, 

de la prueba de sensibilidad al bacteriófago ·rbilis y de pruebas 

ser ológicas empleando sueros monoespecfficos (~l. rl2. 51) 

CarQcteristicas cntigéni~as en general 

El análisis inmunoelcctroforético de extractos de céiulas 

de Brucella ha mostrado una gran variedad de componentes antigéni

cos solubles,. algunos dP. lr:·s ct:...:::i.lot:~ son netnmcnte nnti<;:enos de 

supcrfjcie (9, 26, 28) 

Las diferentes csper:::l e.s del género Bruce! la no pueden di feren_ 

ciarse por !"'eaccio;ie:s de aglutinación, püro pueden d:Uo;tinguirse 

por adsorción de aglutininas. Fuer:Jn Wilson y t"·U les ( 60 ) quienes 

demostraron la presencia de dos antigenos primordiales en la 

superficie de las brucelas lisgs, idcntificándo.los como A y M~ 

Est..os son lipopolisacf.!.ridos (t.PS) asociados con cantidades varia

bl~s de poli;>éptidos, que poseen características endotóxicrts 

similares a las endotoxinas de las entE:l'robact:erias ( 43 ) 

Los antígenos .i\ y M se encuentran en di fercnte proporción en 

las tres especies principales deL género Bruc:e!la: Br. melit:ensis 



- 10 -

Br. abortus Y Br. suis Además 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. m""'litens15=:, siendo la proporción de antigeno 

A M en Br. abortus de 20: l .. mientras que en Br. melitensis 

de 1~20 (9) 

La pared celular de las bacterias del género Brucella con

tiene tres polimeros que yacen exteriores a la envoltura del 

péptidoglucano: lipoproteina, membrana celular y LPS 

y Fig. 2) . 

(Fig. 1 

El LPS consiste en un complejo lipido. denominado lipido- A 

al cual se le fija un polisacárido constituido por un centro 

y una serie terminal de unidades repetidoras. El lipido-A consis-

te en una cadena u~ uni.d..ü.dc:::; de g:lucnc::::::1mi ndisacárido,, conectadas 

mediante puentes de pirofo:sfato,. a los cunles se le han fijado 

numerosos ácidos grasos de cadena larga,. el ácido J3-hidroximi

ristico (un ácido graso con catorce átomos de carbono) está siem

pre presente,, y es P-xclusivo para este lípido (9~ 17~ 30) 

El LPS está fijado a la membrana exterior mediante enlaces hidro

fobos ; es sintetizado sobre la membrana interna y es transportado 

a su posición exterior final. Su función es desconocida. A.unque 

los mutantes que carecen de varias partes del polisacárido crecen 

normalmente en cultivo,, los mutantes a los que les falta el 

lipido-!\ nunca han sido observados... por tanto,. se postula un 

papel escencial para el lipido-A (17, 30) 
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Fig. 2. Modelo de cubierta de célula bacteriana gramnegativa. 
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Los estudios i.niciales sobre la relación antiqénica entre 

especie3 rugosas : lisas de Brucella seflalan que las cepas rugosas 

no poseen la endotoxina de tipo LPS.. asociada con la actividad 

u.glutinógena de las colonias lisas (18 .. 19) . 

=act.er!Sticas Del Antígeno Pol.isaclrido-B 
Diaz et al .. en 1968 ( 19 ) .. demostraron por inmunoelectrofo-

resis que extractos obtenidos de cepas Lisas de Br. aborcus y 

Br. melitensis.. con ácido tricloroacético (ATA),. éter-agua y 

fenal-agua, contienen dos componentes de movilidad catódica. 

Uno de ellos ha sido identifjcado como un complejo LPS-proteína 

(S-LPS), con actividad endotóxica y especificidad para aglutinó-

genos de superficie de cepas lisas de Brucella. El otro componen-

te se distingue por su facilidad para difundir en las pruebas 

de inmunoelectroforesis e inmunodifusiónr carece de actlvidriil 

endotóxica. posee gran cantidad de carbohidra::os y ha sido llamado 

"componente-1 'º, "'segundo polisacárido" o polisacárido-B (po!i-B) 

C4. 6, 2L 22. 23. 31) Este componente aparentemente no juega 

un papel importante en las pruebas de aglutinación~ ya que los 

anticuerpos (Ac) diriqidos contra este pal isacárido, presentes 

en sueros de animales infectados, pueden ser removidos por adsor-

ción con el ant1geno.. sin que se vean afectados los titulas de 

aglutininas en el suero (19, 21) • 

El antigeno polisacárido-a se encuentra presente er- 7.) super

ficie celular de cepas lisas de Brucella.. pero ·1nicamente ha 

podido ser obtenido a partir de la fracción soluble del citoplasma 
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de cepas rugosas de Br_ melit:.ensis, especificamente de la cepa 

B-115, segíi.n las inve.stiqaciones realizadas por Diaz ~ en 

1979 ( 22 ) con experimentos de adsorción de cepas de Brucella 

spp lruciosas y lisas) y extractos sonj_cados de las mismas. Dichos 

resu.l tados fueron conf l rmados por Moreno e t. ;:i l C: 45 ) ~ cuando 

fueron extraidas fracciones solubles del citoplasma 'I de la rrembra_ 

na celular con ATA y el pol i-B pudo ser dAtectado G.nlcamente en 

la frncción citoplnsmática de la cepa rugosa B-115 de Br. melitensis 

( 6 ) •. .!\demás, debido a que los fracciones solubles del citoplasma 

quizá incluyün productos l. i berudos después de la ruptura de la 

célula es probable que el poli-B sea un comoonen te del espacio 

periplásmico (6. ?2). 

En general, las diferentes investigaciones <;iue han anal1zado 

quimJ.camente al polj.-0 ccn:;t:ituido pcr 83% 

de carbohidratos, 5% de: dcidos _nucleicos y 5<.t de prote:!..n:1s ;;:1n 

embargo. no conciene 1 ipidos, 2-keto-3-deoxioctonato (KDOJ, ni 

heptosas, corno previaffiente habla sido determinado (6. 12) . 

Las invcst::ig.:i.cion~s qt.:.ímicas reatizadi\s por. Lacave ~ 

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

entre las fr&cciones S-LPS y polisacárido de Br. melitensis y 

demuestran que la principal diferencia entre arebas fracciones 

es la presencia de pequel\as cantidades de Lipldo-A C l'\;) en el 

LPS. El comportamiento de fraccio::les LPS y po Lisacárido sobre 

columnas de DEl\E-celulosa es muy si!nilar, y las pequetias ----
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diferencias observadas pueden ser explicadas por cambios debidos 

a la sclubilidad del lipico-A presente en el,LPS . 

RESPUESTA INMUNE 

La inmunidad contra Brucel la spp en los animales domésticos 

t.i.ene algunas caracte:risticas que la diferencian de la respuesta 

contra infecciones bacterianas. 

El organismo tiene. en realidad tres sistemas de defensa, 

que actúan de manera coordinada para combatir una infección. 

Dichos sistemas son : 

a) Sistemas inespecificos 

b) Inmunidad humoral 

e) Inmunidad celular 

Agrupados bajo el rubro de resistencia, los sistemas inespe

cificos comprenden una verdadera bateria de barreras anatomo

fisiológicas, 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 más importante es la fagocitosis. 

La fagocitocis no inmune es mediada fundamentalmente por los 

p9limorfonucleares, y en especial, los neutrófilos .. Los mononu

clerares (macrófagos y m:mocitos) también participan, pero en 

menor grado. La capacidad de fagocitar, sobre todo en la sangre 
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donde el fenómeno es libre ... es dccirr la b~ctcria está suspendida 

en un fluido, depende mucho de las características fisicoqulmicas 

ex.ternas de la particula que se va a fagocitar. En el caso de 

la m~yoría de la~ brucelas, ld pr~sencia externa de una cápsula 

previene la fagocitosis al generar un.:J. unidad ionizada e hidrofi

lica ... a la cual el fagocito no puede acercarse con facilidad. 

Sin embargo, incluso con la cápsula presente, sí se lleva a cabo 

una fagocitosis considerable~ sobre todo por los pollrnorfonuclea

res e 58 ) . 

Inmunidad humoral 

Las bruce las estimulan una poderosa reacción humoral~ que 

se demuestra por los elevados ti tul os de Ac que se producen. 

Estos Ac son de la clase !gG e IgM en infecciones naturales, 

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

( 47 ) . Las razones de esto no son bien conocidas. Aparentemente 

después de la vacunación aparecen ti tul os tanto de IgG,. como 

de IgM. Sin embargo, los de IgG son de bajo nivel y desaparecen 

con rapidez.. contrario a lo que sucede normalmente.. donde es 

la IgM la que desaparece. Además,. esto sucede en animales adultos .. 

pues las becerras no puberes desarrollan titulas que en ambas 

inmunoglobulinas son transitorios y desaparecen (47. 58) . 

Independientemente de lo ocurrido con las lnmunoglobulinas 

en los animales inmunizados con la cepa 19 .. hay que tener presente 

que la vacunación genera linfocitos B y T de memoria, los que 
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en an segundo contacto con la brucela desarrollan, en W1 lapso 

de tres a cinco dias. una respuesta secundari~. Este hecho repre

senta una gran ventaja con respecto a los anima1es no vacunados 

(55. 58) . Aún asi el efecto de los Ac es poco claro y aparente

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

ración de anima1es infectados ( 47 ) 

Una de las actrividades de los Ac que si debe ayudar es 

la capacidad de adherirse a macrófagos una vez que han sido acti

vados por la unión con el antiqeno (opscnizaci'ón) (47, 56, 58). 

Inmunidad celular 

La habilidad que tienen las brucelas de penetrar a las célu-

las, especialmente 

de las substancias 

los polimorfonucleares, las prote9e tanto 

bioquimicas inespecificas. como de los Ac. 

En casos como este el organismo reacciona desarrollando una defensa 

a base de inmunidad celular~ Dicha defensa está centrada ~r1 l.s 

actividad de los linfocitos T y los macrófaqos. 

Los linfocitos T, al contacto con el antígeno (en respuesta 

secundaria), se dividen formando por lo menos· cinco diferentes 

tipos celulares: las células 'l' represoras.. T-ayudantcs, T-de 

memoria, T-secretoras (linfoblastos) y las células T-cititóxicas. 

De estas, las que tienen una acción directa son las T-citot6xicas, 

que en conjunción con un tipo especial de linfocito denominado 

"'Ir llevan a cabo la destrucción de las células "blanco", esto 

es, la célula que está infectada con la bruceia. Es importante 
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senalar que en el ·caso del linfocito " K " existe una colabora-

ci6n estrecha entre los lle y este tipo de células. La célula blanco 

modificada par la infección bacteriana estimula la formación de 

i\c contra su superficie ; posterionnente el linfocito ''?\.'' estable-

cerá contacto con ella a través del fragmento Fe del Ac especifico 

( 39 ). La. brucela libera<!a puede ser atacada por Ac y quizá des-

truida por el. complenent:o . La destrucción final de la brucela 

es aparentemente llevada a cabo sólo por los macrófagos. en especial 

(o exclusiva=ente} por C3Crófa~os activados~ en los que ze ha 

obser-..,ado un a1.m1ento en el contenido de enzimas hidrolíticas (39). 

Sin eribargo... est:ud-:..os reciences acerca de la activación de 

macr6fagoS en brucelosis experimental han estado encaminados a 

examinar los mecanismos {in vivo) que pueden limitar la respuesta 

irunu..'1.e .. y de esta canera provocar una infección de tipo crónico 

con el parásito intracelular facu.ltativo ( 57 Al respecto .. 

Iturbe y G.:>odsaid. en 1985 ( 29 ) utilizaron el marcaje de macró-

faqos con naranja de acridina para seguir la cinética de presenta-

ción de fusiones fagosoma.-lisosoma~ a través de la infección con 

Sr. abortus y concl~yen que la bacteria logra escapar del fagosoma 

en base al éxito de infecciones loqradas con esca cepa 

Parece ser que la respuesta inmune humoral a infecciones 

causadas por parásitos intracelulares facultativos. como lo es 

Br. abortus, ofrece pocas v~r.tajas para el hospedero y un camino 

más efectivo para la eliminación de esta bacteria lo constituye 

la inmunidad celular _ 
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DIAGNOSTICO Y PREVENCION 

El diagnóstico de la brucelosis se realiza por <los métodos: 

el bacteriológico y el serológico ; el p::-i.mcro es d~~terminante 

ya que se realiza mediante el aislamiento e identificación del 

górmen. El. segundo es presuntivo y ~·---t l lcv.:i a cabo por medio d~~ 

la identificación de Ac especificos en suero ( 38 ) . La importan

cia dei diagnóstlco para la evaluación de brucelosis ha reclbido 

pdrticular rttención mejorando constantemente los métodos uCilizados, 

ya que existe l.a nCcesidad de contar c.:.;n pruebas de diagnóstico 

~ltamente sensibles y especificas para poder diferenciar animales 

infectados. de los vacunados con la cepa 19 de Br. abortus _ 

t JZ ) . 

Un di.agnóstico positivo irrefutable de una infección por 

Drucel la es obtenido únicamente cuando· el m. o. causal es aislado 

't.~ ident:.ificad.o . En el animal adulto el aislamiento puede hacecs:;;, 

a partir de bazo, leche y 9a~glios linfáticos supramamarios. sub

maxilares,. ret.rofaringeos. i liacos,. ete. En el. macho .. además, 

puede hacerse el aislamiento a partir de testículo, epididimo. 

semen .. etc. En el feto el gérmen pued~ ser ai.s:lo.do a partir de 

bazo, conte1lic.lo estomacal,. pulmones .. etc. (27. 3'/) . 

No siempre es posibh~ aj s lar al m. o. causal en los animales 

infectados. Debido a ~sto. para el cliagnósti.co .. control y erradica

ción de ia. b·ruc:elosis se utilizan pruebas serol6gicas que son 

fáciles de realizar y confiables .. aunque presentan ciert3s timl.

r._~,.....i enes como lo dificultad de detectar la enf~rmedad durante 
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el perlódo de incubación (infecciones recientes) en estados 

crónicos de la enfermedad los titulas de Aq son frecuentemente 

irregulares, ya que caen a niveles bajos y fluctúan durante peri6_ 

dos indefinidos (33, 47) Particularmente en est:a enfermedad 

se presenta la dificultad de distinguir Ac producidos por infec

ción natural, de aquellos producidos por reciente vacunación 

con la cepa 19 de Br. abortus. Las técnicas frecuentemente utili

zadas en el diagnóstico serológico de brucelosis incluyen: prueba 

de tarjeta, prueba de aglutinación rápida en placa, prueba de 

aglutinación lenta en tubo, prueba de aglutinación .en tubo con 

2-Mercaptoetanol (2-ME) y prueba de fijación de complemant.o (FC}. 

Existen técnicas de reciente desarrollo.. entre. las que tenemos: 

prueba de Inmunodifusión Radial (IDR) utilizando antigeno polisa

cárido-B y prueba de hemó1lsis indirecta (HI) (1, 47) . 

Prueba de Tarjeta 

Se le conoce también con el nombre de antigerio acidificado. 

Es una prueba rápida~ sensible y especifica. Con sueros de bovinos 

infectados experimentalmente la reacción es positiva mucho antes 

que la prueba de aglutinación en tubo y oti;-as pruebas esto 

se debe a que la acidéz del antigeno inactiva a las IgM y sólo 

deja aglutinar:- a las IqG. Es una prueba de tipo cualitativo 

(2, 16, 38, 47, 48) . 



- 19 -

Prueba de aglutinación rápida en placa 

Se conoce también como reacción de Huddleson. Es una prueba 

de seroaglutinación rápida y sencilla, que se utiliza como prueba 

preliminar p.:ir.:l canecer la prevalencia de la enfermedad. Es poco 

influida por fenómenos de prozona y hemólisis de los sueros. 

Es menos sensible que la prueba de tubo y con tendencia a presen

tar aglutinaciones inespecificas (1, 47) 

Prueba de aolutinación lenta en tubo 

Es también una prueba de seroaglutinación que permite identi-

ficar las inmunoglobulinas IgM e IgG la cual puede ser útil 

como prueba diagnóstica básica y para corroborar los resultados 

de otras pruebas serológicas. Al igual que la prueba de placa 

es de carácter cuantitativo y surge el problema de que algunos 

sueros caen en el nivel de sospechosos (l, 2) . Presenta limitan_ 

tes tales como: no poder diferenciar Ac vacunales de aquellos 

producidos por infección natural ; tampoco permite detectar con 

exact.it:.ud Ac de infecciones C"ecientes o estados de cronicidad 

y además, tiene la desventaja de que algunas veces da reacciones 

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

Prueba de aqlutinación 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 Igfo'l (pentámero) se puede romper cuando se reducen los püentes 
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disulfuro c"on 2-~\E, cisteina o ditiotreitol y, por lo tanto la 

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

tratamiento cuando se usan las diluciones correctas del reductor. 

Esta prueba tiene la ventaja de reducir el número de animales 

clasificados erróneamente como positivos, cuando se llevan a 

cabo programas de vacunación permanente. Existe el inconveniente 

de que tiene muy baja especificidad en animales recientemente 

vacunados ( 46 ) 

Prueba de Fijación de Comolemento 

Esta prueba se practica en muchos pa1ses para el diagnóstico 

de brucelosis y es la que ha demostrado ser más exacta y sensible. 

En brucelosis bovina mientras que ambos /\e (IqM e lqG) fijan 

comp1p,mento, la IgG es mucho más efectiva que la IgM.. en 

la prueba de FC. Esta prueba detecta Ac producido por lo ·.:u.C'una-

ción con la cepa 19 de Br- abortus hasta los seis meses postcrio-

res a la vacunación, no asi las pruebas de seroaqlutinación, 

que continúan detectándolos durante más tiempo. En animales con 

infección crónica~ los niveles de Ac tienden a disminuir con 

las pruebas de seroaglutinación, mientras que con la prueba de 

FC los niveles diagnósticos persisten durante más tiempo. Es 

una prueba excelente, sólo que para llevarla a cabo es necesario 

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

rial y equipo adecuados CL 2. 4'7. 4Y J -
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Prueba de Hemólisis indirecta 

La prueba de HI ha sido recientemente desarrollada por Pla

ckett ~. en 1976 ( 52 )_ La prueba se lleva a cabo utilizando 

eritrocitos senslbilizados con una preparación de LPS extraido 

de Br. abortus cepa 19. Los eritrocitos sensibilizados son lisados 

en presencia de un B-xceso d8 complemAnto. Ln importancia de esta 

prueba radica quizá en su habilidad para eliminar los fenómenos 

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

Prueba de Inmunodifusión Radial con antígeno polisacárido-B 

Las Pruebas rutinarias de serodiagn6stico no diferencian 

con precisión animales infectados de animales vacunados con la 

cepa 19 de Br- abortus_ Debido a esto, se ha desarrollado en 

afias recientes una prueba de inmunodifusi6n en gel utilizando 

un antigeno polisacárido obtenido a partir de cepas rugosas y 

lisas de Br. melitensis_ Dicho antigeno ha sido denominado poli

sacárido-B, o bien, poli-B y, precipita en la prueba de IDR con 

sueros de animales infectados, pero no con los de animales vacuna_ 

dos con la cepa 19 de Br. abortus_ La prueba de IDR utilizando 

poli-B puede ser aplicada a sueros de animales va.cw1ados recien

~emente, lo que no es posible con otras pruebas serodiagnósticas 

de rutina, ya que las aglutininas posvacunales y Ac fijadores 

de complemento aún estan presentes, y por esta razón existe un 

gran número de reactores positivos en dichas pruebas 

22, 23, 32, 33, 50) . 

(19, 20, 

La prueba de IZ,tl consiste en incorporar e! antigeno en el 
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agar y colocar el Ac esPecifico en pozos horadados en la misma 

placa. El Ac se difunde en forma radial dentro del antígeno geli

ficado, dando lugar a la formación de un anillo de precipitación. 

El diámetro del anillo de precipitación crece hasta que las con-

centracianes de antigeno :Y r~c se encuentran en equilibrio (47)-

En los lnimales.. la prevención de esta enfermedad se realiza 

por medio de la vacunación de bovinos hembras entre los tres Y 

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

otras cepas para la vacunación y han sido ut:ilizadas en otros 

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

dad en diversas reqíones y paises del mundo, y , aunque no siempre 

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

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

les adultos est:en propensos a sufrtr lu enfermedad, con las corres_ 

pou<iientes pérdidas económicas_ Debido a esto desde hace alqunos 

a~os se ha estudiado el efecto de la vacunación en animales adultos 

con dosis normal y reducida de la cepa 19 de Br. abortus • encon-

t:rando que las dos dosis son efectivas,.. au.."1que la ventajosa que 

la normal- Sin embarqo .. en bovinos adultos vacunados con dosis 

normal se han encontrado problemas como la infección persistente 

por la cepa_ vacunal y la interferencia en el diagnóstico seroló

gico de la enfermedad. Al respecto, Nicoletti ~. en 1978 

49 ), encontraron que la aplicación subcutánea de la vacuna 
'º q de Br. abortus cepa 19. en dosis de 5.9 X 10 y 2.95 X 10 m.o./ml 

a animales adultos de un hato infectado, reducia la tasa de infec-
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ción de los siguientes seis meses,. no habiendo encontrado una 

diferencia entre las dos dosis con respecto a la protección confe

rida Y considerando que los ti tul os posvacunales se redujeron 

substancialment~ cu.:!ndo se utilizó la dosis r~ducida de la vacuna 

( l. 2 ) . 

Entre ia.s bases generales para al control y prevención de 

ia brucelos~s en bovinos se encuentra la identificación y elimina

ción de los animales infectados~ aunado a los programas de vacuna

ción. Particularmente en brucelosis, se presenta la necesidad 

de distinguir Ac producidos por infección natural, da aquellos 

Ac producidos por reciente vacunación con la cepa lY de Br. abortus 

Debido a esto existe una necesidad urgente de contar con una prueba 

diagnóstica sensible y especifica .. primordialmente en zonas donde 

~a iuft::ec.ión ciene una prevalencia alta y la vacunar:i6n de animales 

adultos es permitida ( 22. 32. 48) 

Las dlficultades técnicas que ofrece el d.iagnóstico de esta 

enfermedad han creudo la necesidad de desarrollar investigaciones 

con el fin de :!.ncrement.:3.r la efic.iencia de !as pruebas de laborato_ 

río (22 .. 31). 01.az y Dorronsoro 20 han utjlizado pruebas 

de inmunodifusión en gel .. como contribución al diagnóstj:::c scroló

qico de b"::"'ucelosis y ~'ersiniosis.. resultando de gran utilidad 

para diagnósticos rápidos. En 1980, Janes et ai t 32 ) encontraron 

que la prueba de IDR .. utilizando un ancigeno polisacárido obtt.--nl_do 

a partir Je.la cepa B-115 de Br. melitensis. aenominado poJisacári_ 

Uo-B .. tuvo una especifioidad alta (80%), en comp3r:1ción con .!.as 
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pruebas de ta~jetd (41.9%). r.ivanol (42.3%) y fijación de comple

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

raud con fiJaciun de complemento (97.6%). rivanol (99.4%) y tarje

ta ( 100%) • 
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o·sJETI"'7C>S 

1.- Evaluar y comparar la cantidad de antigeno polisacárido-e 

producido a partir de tres diferentes cepas de Brucel1a rneli tensis: 

16-M. Rev-1 y e-115. En base a esto, a la virulencia y necesidades 

de crecimiento de cada cepa .. determinar cuál de estas es más·ade-

cuada para la extracción del polisacárido-e que se utilizará en 

subsecuentes trabajos de investigación. 

2.- Determinar la efectividad de los polisacáridos-e obtenidos 

ry_e l~s di fArAnt:As cepas de Brucel la meli tensi~.. utilizando la 

prueba de Inmunodifusión Radial para diferenciar bovinos infectados 
'I 

de bovinos vacunados tanto con dosis completa (9 X 10 m. o. /ml) 
10 

como con dosis reducida (3 X 10 m.o./ml) de la cepa 19 d~ Brucella 

abortus .. 
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El experimento fue llevado a cabo en dos fases : 

r. - La prlmer;3 consistió en la obtención y comparar_!lón en 

cuanto al r-endimicnto de los pol.i.sacáridos-8 de tres dj ferentes 

cepas ere Br. melitensis 16-M. Rev-J y B-115 . 

II. - En lé.i segunda fase se evaluó In efectividad diagnóstica 

de los tres polisacárido-a obtenidos utilizándolos en la pr-ueba 

de IDR para dift!renciar bovinos infectados .. de aquellos animales 

vacunados con la cepa 19 de Br. abortus . 

~ : extracción de los polisncáridos-B de tres cepas diferentes 

de Br. melitensis . 

Fundamento ~ la obtención del polisacáricio-B de cada cepa se reali_ 

zó utilizando ácido tri cloroacético CATA) O. SM para la desproteini_ 

zaci6n de la muestra y le::: COiiii->l~jos de polisacáridos so!u:Oles 

en ácido se precipitaron ccn etanol frío al 95% . 

Se utilizaren tres cepas de Br. melit:ensls (provenientes 

del cepario del Departamento de Bacteriología del Instituto Na

cicnal de InvF:-stig.u.ciones ltorestales y Agropecuarias-S.A.R.H. ),.. 

dos de ellas lisas (16-M y Rev-1) . y una rugosa (E-115) 

Las diferentes cepas de Br. melitensis fueron cultivadas indivi

dualmente,. según la técnica descrita por Alton ~ 1. en 

rrascos de Roux conteniendo medio sólido de 'rSA se incubaron 

durante 48hrs a 37·~c en una estufa bacteriológica. para cosecharse 
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posteriormente con Solución Salina Fisiológica (SSF). La suspen

sión obtenida fue colocada en tubos de centrf.fuqa con tapón de 

rosca y se centrifugó a 5000 X·gravedades (g) durante 30 minutos 

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

posteriormente determinar el peso deJ paquete celular y hacer 

una suspensión al 20% en agua desionizada. Se adicionó a esta 

suspensión un volumen equivalente de ATA 0.5M. manteniéndose 

el valumen total resuspendido bajo agitación magnética constante 

durante 18hrs a 4°C4 La suspensión fue centrifugada nuevamente 

a 5000 X g durante lOmin, obteniéndose únicamente el sobrcnadante 

que fue ajustado a un pH de 6.5 con hidróxido de sodio (NáOH) 

lM ; se adicionaron cinco volumenes de etanol frío al 95% Y se 

dejó en reposo durante toda la noche a 4ºC .. para propiciar la 

precipitación del antigeno. El material precipitado se centrifugó 

a 5000 X g durante 10 mi~ J ül ~~dimento fue resuspendido al 10% 

en agua desionizada, ajustándose el pH a 7.0 con NaOH O.lM. Esta 

suspensión final fué sometida a un proceso de diálisis durante 

cinco d1as. empleando agua desionizada a 4ºC. la cual fué cambiada 

cada cinco hrs. Con la finalidad de eliminar cualquier material 

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

30min. considerando al sobrenadante como el antigeno polisacári

do-B. 

Se empleó el mismo método para la extracción del antigeno 

de cada cepa utilizada.. realizándose tres repeticiones para la 

obtención de polisacárido-B a partir de las diferentes cepas de 
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er. melitensis . 

El paquete celular húmedo de cada una de las cepas fue ajustado. 

en cada extracción .. a un mismo peso con el fin de poder establecer 

una comparación r~aJ del rend:i.miento en la producción de pol isacá

rido-B de cada cepa . 

DETERMINACIOI\ DE LA CONCENTRACION DE POLIS.'\CARIDO-B A PARTIR DE 

CADA CEPA DE Br. melitensis 

E'undamento : este método es útil en la identificación y cuantifica_ 

el ón de azúcares simples, ol igosacár idos, polisacáridos y sus 

derivados con grupos reductores libres o potencialmente libres. 

Es ventajoso ya que no requiere de hidrólisis previa. Al adicionar 

ácido sulfúrico concentrado se forman productos de hidrólisis 

de carbohidratos.. como deri.vados furfurólicos, que se cornbinan 

con fenclc.s pétra formar compuestos coloridos. 

~a cuantificación de poll-B contenido en cada mililitro (ml) 

de solución de los diferentes antfgenos se realizó siguiendo la 

técnica desr.rita ~or Dubois ~en 1956 ( 24 ), l~ cuai se descri_ 

be en la Tabla No. 2 

Todos los tubos se doej::r.ron en reposo por l Omin y posteriormente 

se mantuvieron en ban.o maria con agitación entre 25 y 30;)C, durante 

15min. Las lecturas fueron real izadas en el espectrofotómetro 

(Spectronic-20 de Sauscn and Lombl. utilizando una longitud de 

onda de 490nan6metros (nm). Todas las acterminaciones se realizaron 



TABLA No. 2. 

CUANTIFICACION DE POLISACARIDO - B EN BASE A LA TECNICA DE OUBOIS. 

Tubo Patrón de Glucosa Agua Destilada Fenol al 5% H2S04 95.5% So 1 uci ón Prob 1 ema 
( 1 mg / ml) Pol 1-ll 

(mcl) (mcl) (rnl) (ml) . (ml) 

1 - 1000 0.5 2.5 -
2 10 990 0.5 2.5 -
~ 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 l 

10 - - 0.5 2.5 l 

11 - - 0.5 2. 5 1 

12 - - 0.5 2.5 1 
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por duplicado . 

El análisi.s estadisti-co utilizado para· la comparación del 

rendimiento en la producción de polisacárido-B a partir de las 

tres diferentes cepas de Br. melitensis fue : Análisis de Varianza 

(A;l;Dt:VA) y prueba de sigr:ificancia de Tukey ( 59 ) 

Fd.se II ::>valuación de la efectividad de los polisacáridos-B 

J\) Selecci.ón de muestras : se examinaron un total de 62 sueros 

de bovinos, a los que se les realizaron las siguientes pruebas 

serológicas de rutina, siguiendo la técnica descrita por Alton 

et al ( 

bruce la 

) .. con el fin de determinar la presencia de Ac contra 

i) Prueba de Tarjeta 

ii) ·Prueba de aglutinación lenta en tubo 

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

Fundamento de las pruebas de Aglutinación Directa (entre las que 

so incluyen las pruebas de : tarjeta. aglutinación en tubo y aglu

tinación con 2-ME) es una reacción antigeno-anticuerpo,.. en la 

cual un antígena celular {bruccla) o de partículas insolubles 

es aglutinado direc'!:.arnente por el Pi.e (en ese caso la IqM es 750 

veces niás eficiente que la IgG). La aglutinación d11.recta es relati_ 

vamente independiente de la temperatura. excepto para los Ac que 

reaccionan en fria. como las crioaglutininas (47. 56) 
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Prueba del AntiQeno Brucelar Arri.ortiguado o de 'Tarjeta 

El ant1geno brucelar amortiguado utilizado para la reacción 

de esta prueba consiste en una suspensiór~ de Br. abortus cepa 

1119-3 en una con~entración del 8% .. en un amortiguador de lactato 

a un pH de 3.5>0.05 y teñida con Rosa de BengalA * . 
Se sacaron los sueros proLlemá.,. sueros control y antígeno 

del. _refrigerador y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 

30-60min antes de real izar la prueba. Se depositó una gota de 

O. 03ml de cada uno de los sueros sobre una placa de cristal y 

posteriormente.. con un gotero calibrado.. se depositó una gota 

de 0.03ml df':!. antigeno 3. un lacio de la gota de suero. Se mezcló 

perfectamente utilizando un agitador y se imprimió un ligero movi

miento de.vaivén. La lectura de la prueba se realizó 4min después 

utilizando un aglutinoscopio, en donde la lectura se hizo con 

la luz indirecta que tiene dicho aglutlnoscopio Cl. 46) 

Resultado de la prueba : ( - )• No aglutinación 

( • )~ Cualquier grado de aglÜtinación 

Prueba de Aqluti.1ación Lenta en Tubo 

El antígeno que se utiliza es de Br. abortus cepa. 1119-3~ 

sin tenir y a una concentración de 4.5% * . 
Para la realización de la prueba fué necesario diluir la suspensión 

del antígeno original a una COI].Centración celular equivalente 

al 0.045%, al utilizar el método de la dilución decimal. Y esta 

dilución debe realizarse cuando menos 12hrs :antes de utilizarse. 

* Donado por : National Animal Disease Center; l\.Tlle.§,J:ot.ra.. u.s.A .. 
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El •mtigeno debe di luirse l: 100 utilizando SSF adicionada de 

o_ 5% de fenoL con el objeto de z:-educir la pi;esencia del fenómeno 

de pro"'ººª-

Métudo de la di lución decimal SP. emplcuron cuatro tubos 

de vidrio (Pyrex de 13 X lOOmm} por cada muestra de suero... que 

correspondieron a las siguien-::es diluciones : 1:25. 1:50. l: 100. 

:,.- 1:200- Se identificó el primer tubo de cada una de las muestras 

Y se depositaron en eí fondo de este 0.08ml del suero correspon

diente, utilizando una pipeta de Bang. La opernción fue repetida 

con los siguientes tubos depositando 0.04ml en el segundo~ 0.02m1 

en el ~ez:-cero y finalmente. en el últ!mo tubo o_ Olml Con una 

jeringa automiitica se depositaron 2m1 del anti geno di luido l: 100 

dentro de Cdda tubo. Los tubos fueron agitados en la misma gradi-

lla para lograr la hnmoqenA-izaci6n <lt::: las muestras. S"e: util.izaron 

los st:.eros control positivo y neqati.vo :o:. Las muestras fueron 

incubadas a 37ºC en la estufa bacteriológica durante 48hrs pura 

posteriormente leer los. resultados . 

La lectura e.e· los resultados s:e hizo cbscrvando los tubos contra 

un fondo negro mate.. con la luz situada detrás de el los. 

Interpretación de los resultados : 

t ~ )~ hay reacción posltiva cuando la mezcla de suero 

y anti.geno es ciara y una leve agitación no disgrega los flóculos. 

J.... tia Y reacción incompleta cuando la mezcla de 

suero y antígeno es parcialmente clara y una agitación leve no 

disgrega los flócuJos. 
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( - ) .. hay reacción negativa cu2.ndo la mezcla de suero 

y antígeno no muestra claridad alguna y la agitación leve no 

revela la p.cesencia de flóculos . 

El titulo de Ac se t:!Xpresa como el inverso de la diJ.!..Jcl.ón. 

más alta en la que se observa aglutinaci.ón . 

Prueba de Aglutinación con 2-Mercaptoetanol 

Se requirió del mismo equipo empleado para realizar la prueba 

de aglutinación en tubo .. pero el antígeno fue diluí.do ] :50 en 

SSF sin fenal. 

Sa preparó una solución 0.1M de 2-ME agregando O. 714ml de 2-

mercaptoetanol a 99. 286ml de SSF sin fenal. Tanto .tos sueros 

problema, como los sueros control fuer:on diluidos por el método 

de dilución decimal (0.08mL 0.04mL o.o·?m! y 0.01:::1) d<=l :;u.,ro 

correspondiente y posteriormente se colocó lml de la solución 

O.lM de 2-ME. Se incu!laron a 37ºC por una hora y se llevó a cabo 

la lectura s i.guiendo el mismo criterio empleado para la prueba 

de aglutinación en tubo La prueba es interpretada por la dlfercn_ 

cia en ti tu los antes y después del tratamiento con el reductor 

Titulas de 100 antes y 25 después es indicativo de que so.lo en 

Ac presente es IgM, lo que no nos indic:a infección. Sin embargo .. 

titulas iguales antes y después del tratam.ient:o.. por bajos que 

sean.. si nos indican infección~ En caso de qu~ seun títulos Liajos 

es conveniente repetir la prueba a los treinta dias 
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fados los sueros fueron clasificados dentro de cuatro grupos,. 

los cuales estuvieron constituidos de la siquiente manera ; 

a) Grupo I : se incluyeron 15 sueros de animales sospecho

sos de una inrecció~ por Drucella .. en base a las p~uebas serol6-

gicas realizadas con anterioridad. 

b) Grupo II estuvo constituido por 15 sueros de bovinos 

vacunados en edad adulta (más de 12 meses de edad) con dosis 
q 

r""educida (3 X 10 m.o./ml) de la cepa 19 de Br. abar tus 

e) Grupo lII : estuvo constituido por .!.5 sueros de bovinos 

vacunados entre los t;res y seis meses d.e edad con la dosis comple
JO 

ta (9 ){ 10 m.o./ml) de la cepa 19 <ie Br. abortus 

d) Grupo IV : se 1ncluyeron 15 sueros de animales sin ante-

cedentes de vacunación con la cepa 19 de Br. abortus y negativos 

e lns pruebas serodiagnósticas previamente realizadas. 

Además se trabajó ccn dos sueros control 

negativo * 
uno positivo y uno 

B) .::Valuación de la efectividad de los antigenos obtenidos. 

Se empleó la prueba de IDR utilizando los poi isacár idos-B obte

nidos de las cepas : 16-M, Rev-1 y B-115 de Br. melitensis . 

Funtlamento la inmunodifusión en gel puede definirse como una 

reacción de precipl.taci6n en un medio semisólido .. La precipita

ción ese. una reacción entre un antigeno soluble Y un Ac también 

solul:>le, en la cual se forma una malla compleja de formas de 

conjuntos entrelazados . 

$ Donado por : National Animal Disease Center. Ames, Iowa.U.S.A. 
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Aunque la formación de complejcJs antigeno-i\c en un medio .semisóli

do coma el aqar depende de electrol 1 tos amortiguadores, ptt y 

temperatura.. los determinantes más importantes de la r-eacción 

son l~s concentraciones relativas de antíg~no y Ac . 

El gel fue preparado disoh..-i f7'ndo .:igarosa al l. 6% (Bioxón 

de !"léxico,. grado bacteriológico) en 6m1 de amortiguador Glicina-

NaOH 0. lM PH•8. 6. en un vaso de precipitados de SOmL Por otro 

lado los pol!sacáridos-8 de c"acta una de las cepas de Br. meliten

~ se colocaron también er. 6m1 del mismo amortiguador.. al que 

previamente se !e había adicio11ado und concentración del 20% 

de NaCl.. para obtener una concentración final de pal i-B entre 

40-42mcg/ml de gel ( 22 ) . Posteriormente se mezclaron volumenes 

equivalentes riel gel y cada una de las soluciones de poli-8, 

ambos a 65"'C en bat'lo maría y se depositaron 4ml de la mezcla 

en cajas petrj de v"'iñri-:) (ccn ¡,¡¡-, <lldmetro de 5.Scm), colocadas 

sobre u.ha superficie plana- Se dejaron solidificar los geles, 

quedS.ndo con un espesor de _2mm para posteriormente marcar los 

pozos ut.:!..lizando un patrón y eliminando el agar por medio de 

una pipeta Pasteur conectada a una bomba de vacio (~l, 46) 

Se utiiizaron un total de 3 placas de agarosa por cada 

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

sueros fueron depositados en los pozos utilizando una pipeta 

automática (Quickpette.Hel.ena Laboratories 10-50mclJ. colocando 

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

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

de 24hrs de incubación a 37"C.observan<lo la formación de halos. 

1 
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}\unque la formación de complejCJs antigeno-rtc en un medio s:emisóii-

do como el agar depende de el ectrol i tos amortiguadores.. pH y 

temperatura~ los determinantes más importantes de la reacción 

son lns concentraciones relativas de antig~no y Ac . 

El gel fue preparado disol vi.ende .:igarosa al l. 6% (Bioxón 

de f'tléxico,.. qrado bacteriológico) en 6ml de amortiguador Glicina-

N<>OH Q_ lM pH~8. 6. en un vaso de precipitados de SOml. Por otro 

lado lt>s pol isacáridos-B de c·ada una de las cepas de Br. mel i ten-

2.1§. se colocaron también er. 6ml del mismo amortiguador, al que 

previamente se le babia adiciof1ado und concentración del 2'3% 

de NaCl, para obtener una concentración final de poli-B entre 

40-42mcgiml de gel ( 22 ) - Posteriormente se mezclaron volumenes 

equivalentes riel gel y cada una de las soluciones de poli-8, 

ambos a 65 ~e en bai'io maria y se depositaron 4ml de la mezcla 

en cajas petri de vidri~ (:::on u.r. Ulámetro de 5. Scm) .. colocadas 

sobre u,r¡a superficie plana. Se dejaron solidificar los geles, 

quedélndo con un espesor de _2mm para posteriormente marcar los 

pozos u:::.:.lizando un patrón y eliminando el agar por medlo de 

una pipeta Pasteur conectada a una bombti de vacio (?l, 46) 

Se utiiizaron un total de 3 placas de agarosa por cada 

poli-B probado, contando cada una de e!.las con 21 pozos .. Los 

sueros fueron depositados en los pozos utilizando una pipeta 

automática (Quickpette,Hetena Laboratories 10-50mcl). colocando 

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

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

de 24hrs de incubación a 37"C,observando la formación de halos-
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RESULTADC>S 

~ : eKtracci6n de los polisacáridos-B de tres diferentes 

cepas de Br. melitensis 

Las cantidades de anti geno pol isacárido-6 (mcg/ml) obtenido 

a partir de cada una de las cepas de Br_ melitensis utilizadas 

en este trabajo fueron determinadas en base a una curva est¿ndar 

de glucosa.. real izando un total de tres repeticiones para cada 

cepa (Gráfica No. l) . 

cuando se l. levó a cabo la eKtracción de poi isar.árido-6 de 

las tres cepas de Br. melitensis a partir de un peso de 3. 8gr 

de paquete celular húmedo. el volumen final obtenido para cada 

anti geno fue de 7. 5ml al utilizar como peso inicial 5.2gr se 

obtuvieron 14rnl y 27ml para cada antigeno cuando se utilizaron 

6.6gr de paquete celular húmedo. 

La cantidad total de polisacárido-B (mcg). referida al 

· . .tclu..-ncn fin..e-1 ohtAnido para cada antiqeno se muestra en· la Tabla 

No. 3 . La cantid>id promedio de poi isacárido-B obtenida a par.tir 

de las cepas l.'sas de Br. melitensis (16-M y Rev-1) resultó ser 

casi tres veces mayor a la obtenida. a p.:irt:-ir de la cepa rugosa 

(B-115) Tabla No. 4 . 

El anális~s estadistico utilizado para realizar la compara

ción en cuanto al rendimiento de polisacárido-B obtenido a partir 

de cada cepa de Br. melitensis no mostró diferencia estadistica

mente significativa entre las cepas lisas (16-M Y Rev-1), sin 
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embargo.. al comparar estas dos con la cepa rugosa (B-115) si 

se encontró diferencia significativa (p..::. O. 05). En la Tabla No.4 

se muestran los resultados del análisis estadlstico real.izado 

para la comparación del rendimiento obtenido de los tres polisacá_ 

ridos-B En la Tabla No. 4a se muestra el desarrollo del .::ir,b.lisls 

cstadistico 

Fase U 

ridos-B. 

evaluación de la efectividn.d de los tres polisacá_ 

La información correspondiente al comportam.iento de los 

62 sueros de .bovinos muestreados (divididos en 4 .grupos). tanto 

en las pruebas serológicas de rutina. como en la prueba de IDR 

utilizando los tres polisacáridos-B obtenidos.. se presenta en 

las Tablas 5, 6, 7 y 6 . 

Por lo que respecta al Grupo I (sueros de animales sospecho-

sos a una infección por Brucella). del total de 15 animales, 

12 fueron positivos a la prueba de aglutinación con 2-ME. presen-

tanda titulo de 200 y un animal con un c.it.ulu <le lCC .. r::=sultarvin 

estos 13 sueros posLtivos a la prueba de [DR con los t~es diferen_ 

tes polisacáridos-B , Tabla No. 5 . 

Es importante notar que el total de animales vacunados con 

dosis reducida (3 X lOq m.o. /ml) de ln cepa 19 de Br. abortus 

(Grupo II) resultaron positivos a la prueba de aglutinación en 

tubo, presentando diferentes titulas, sin embargo.. únicamente 

cuatro de ellos fueron positivos a la prueba de aglutinación 

con 2-ME, presentando titules hasta de 50. Todos los animales 
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de este grupo resultaron negativos en la prueba de IDR con los 

tres polisacáridos-B, Tabla No. 6 . 

En el grupo de animales vacunados con dosis normal (9 X 

'º 10 m.o./ml) de la cepa 19 de Br. abortus (Grupo III). los anima-

les No. 9 y No. 11 resultaron positivos en la prueba de IDR (se 

observó la aparición ·de un halo de precipi taci6n). Los sueros 

de estos dos animales fueron también positivos a las pruebas 

de seroaglutinación realizadas. presentando titulas elevados 

(200), Tabla No. 7 . 

En ~ Grupo IV (animales sin antecedentes de· vacunación) 

no se encontraron reactores positivos tanto en las pruebas de 

rutina. como en la prueba de IDR utilizando los tres polisacá_ 

ridos-B. 

El suero control positivo presentó titulas de 200 en todas las 

de un halo de precipitación en la prueba de IDR con los polisacá_ 

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 serodiagnós-

ticas de rutina) y No. 10 (resultados de la prueba de IDR). para 

los cuatro grupos de bovinos muetreados. 
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-;?', 

4 5 6 7 8 9 

Cepas de Br.cielitensis 
A= l 6-M 

e= Re•!-1 
C= 8-115 

Peso del paquete celular 
húmedo (gr) 

Gráfica No. 1 • CANTIDAo·oE AilTIGENO POUSAC,\RIDO-B (r.icg/rnl) 
OBTENIDA A PARTIR DE TRES CEPAS DE Brucella melitensis • 



TABLA NO. 3. 

C/\NT!D!\D TOTAi. OE ANTIGENO POL!SACARIDO - B (mcg) REFERIDA AL VOLUMEN FINAL OBTENIDO 
PARA LAS TRES CEPAS DE Brucella melitensis UT1LlZ~uAS. 

Experimento No. Peso del paquete celular Cepas de Jk· melitensis 
húmedo (gr). 16-M Rev-1 B-115 

1 3.B 544.5 360.0 109.5 

2 5.2 1058.4 91B.4 375.2 

3 6.6. 2397 .6 2235.6 815.4 



TABLA NO. 4. 

COMPARACION DE TRES CEPAS DE Brucel la mel 1tens1s Ell CUANTO A SU REflDIMIENTO 
EN LA PRDDUCCION DE POL TSAr.ARlOO - B A PMT!R DE g:-. DE Pl\QUETC CCLULM\ llUMEDO. 

Cepas de Br. me11teris1s No. de Repeticiones Cantidad promedio de 
Polisacárido-B (mcg) 

16-M 3 236.G a* 

Rev-1 3 202. 3 a* 

B-115 3 74. 7 b* 

*a, b. Valores con distinta literal son estadísticamente diferentes. 
( P <O. 05) en Ja prueba de Tukey • 

Desviación 
estándar 

113.6 

123.7 

47.6 
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Tabla No. 4a • 

ANi\LISIS DE VARIANZA (ANDE.VA) • CTASIFICACION Sll1PLE • 

FUENTE DE GRAOOS DE SU:-lA uE == 
VAR!i\CION LIBERTAD(GL) <:;b"\DRl\OOS MEDIO 

TRA'Xl\MifNIQS (a-1)= 2 30722.3 15361.15 

ERPDR Cn-1)=6 5991.4 998.5 
(Ui.ferencia) 

= (an-1)=8 36713.7 

Do'lde a = NúnEro de muéstras o tratamientos = 3 
n = Nt:inero de repeticiones para cada muestra 

F = Varíanza entre muestras 

Varianza del e=r 

.15361.15 

9.98.5 

15.38 

Fcalcu.lada 

15.38 

3 

TABIAS 

F.95,2,6-;l 

5.14 

Varianza = CM= St:rr:a de cuadrados J?ara '.I'.ratamientos = 30722.3 = 15361.15 

Grados de Libertad 2 

Para Error 

INTERPRET!\CION DEL ANDEVA : 

5991.4 = 998.5 

6 

Cuando son varias las nruestras y por tanto hay varias medias, la hip6te

sis de nulidad !lo y la hip6tesis alternativa HA son : 

~ µ1 f p 2 F • • • . • • µa (o al nenes un par de u son Fl 
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51 Fcalculada > _ Ft:ablas __,. Entonces se rechaza 

Ho y se acepta la 

alternativa ~ 

15.38 > Fo.os 2 , 6 > 5.14 

Por 1o tanto la hi~tesis Ho se rechaza • 

Q:rnparaciones Múl.tiples por e1 ~todo de Tukey 

en donde 

w = q.c..sx 

SX = e= estándar de 1a media = ~ 5
2 1 

n 

5 2 = CM o varíanza de1 e= experiioontal 

n = n1litero de repeticiones para calcular JOOdias 

q.c. valor tabu1ar-,que es un valor de t m:ldificado. 

q0.05,3,6,gl = 4.34 

w = 4.34 ( 18 

Rev-1 

B-115 

sx = ~ 99:.s ~ 10 

78.12 

x1 = 236.6 

Xi = 202.3 

x3 = 74.07 
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l..- is. ~ ºi= 236.6 - 202.3 = 34. 300 < 78.l.2 

2.- xi x:i º2= 236.6 - 74.07 = 162.53 > 78.l.2 

3.- ~ 2E_¡ o3= 202.3 - 74.07 = 128.23 > 78.l.2 

Interpretaci6n de l.a p:rueba de Tukey 

Si D (diferencia antre ~) ~ q'"" Sx , la di.frencia se debe oons~ 

rar signilicativa sio(.=0.05 • En caso =ntrario las medias deben =nsidera=:_ 

se iguales o equival.entes, o l.a difexencia observada estirra a re=, y par

lo tanto, es estad.l'.sticamente no significativa . 

l. 

2 

3 

X 

236.6a* 

202.Ja* 

74.07b* 

* *'<lias oon distinta letra son 

.:;:;tadfsticamente diferentes. 



TABLA ,/o. 5 

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS SERULOGICAS DE RUTlllJ\ Y DE LA PRUEBA DE IllMUNOD!FUSION RADIAL EN EL GRUPO 1: 
ANIMALES SOSPECHOSOS A UNA INFECC!ON POR BílUCELLA. 

p R u E ll 
3RUPO 1: Anima 1 es sospechosos Aglutinacian 

No. de suero Tarjeta en 

l + 
2 + 
3 + 
4 + 
5 + 
6 + 
7 + 
d + 
9 + 
lt) + 
11 + 
12 + 
13 + 
14 + 
15 + 

+-=Aglutinación o precipitación completa 
-= Aglutinación incompleta. 

tubo 

+ 200 
+ 200 

+ 200 

+ 200 

+ 200 

+ 200 

+ 200 

+ 200 

+ 200 

+ 200 

+ 200 

+ 200 

+ 200 

i 100 

+ 200 

A D 1 
Aglutinación 
con 2-ME 

i 200 
i 200 

+ 200 

+ 200 

+ 200 

+ 200 

j 200 

+ 200 

+ 200 

i 25 

i 200 

+ 200 

+ 200 
j 25 

+ 200 

- = ilo se observa ningún grado de aglutinación o precipitación. 

A G N o s T 1 c A 
Inmunodifusión 
16-M n~v-I 

+ + 
+ + 
+ + 

+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 

- -
+ + 

+ + 
+ + 

- -
+ + 

P.ad1a1 
0-115 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

-
+ 
+ 
+ 

-
+ 

Criterio de lectura: El titulo se expresa como el inverso de la dllución más alta en la quB se observa 
a9Jutinación. 



TABLA No, 6 

RESULTADOS DE LAS PRUt:RAS SEROLOGICAS DE RUT~NA Y DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION RADIAL EN EL GRUPO I I: 
ANIMALES VACUNADOS CON DOSIS REDUCIDA 3 x 10 m.o./ml DE LA CEPA 19 DE Brucella ~· 

GRUPO Il: Anima1~s vacunados 
p R u E B A D I A G N o s T I e A 

con 

-

dosis reducida. Aglutinación 
No. de suero Tarjeta en 

1 -
2 -
3 + 
4 + 
5 + 
ti -
7 -
ll + 
9 + 
10 + 
11 + 
12 -
13 + 
14 -
15 -

+ :::; Aglutinación.o ~)r-:1~i~i!:.:lci6n can::>leta. 

i = Aglutinación incompleta; 

tllbO 

+ 50 

+ 50 

+ 50 

+ 50 

+ 200 
j 50 

+ 25 

+ 50 

+ 100 

+ 200 

+ 200 

+ 25 

+ 50 

+ 25 

+ 25 

Aglutinación 
con 2-ME 

-
-
+ . 25 

+ 25 

+ 50 

-
-
+ 25 

+ 50 

+ 50 

+ so 
-
-
-
-

No se observa ningún grado de aglutinación o precipitación. 

Inmunodifusión Radial 
16-M Rev-1 B-115 

- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -

Criterio de lectura: El titulo se expresa con~ el inverso de la dilución m§s alta en la que se observa 

aglutinación. 

... 
"' 



TABLA No. 7. 
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS.DE RUTINA Y DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION RADIAL EN EL GRUPO 111: 
ANIMALES VACUNADOS CON DOSIS NOR11AL 9xlO!Üm.o. /ml DE LA CEPA 19 DE Brucell a abortus. 

p R u 
"l!UPO l ll: Animal es vacunados 
con dosis normal . Aglutinación 

No. de suero Tarjeta en 

1 + 
2 -
3 -
4 -
5 + 
6 -
7 + 
a + 
9 + 
10 + 
11 + 
12 + 
13 -
14 -
15 -

+ = Aglutinación o precipitación comrleta. 
1 ª Aglutinación incompleta. 

tubo 

-
+ 25 

-
-
+ 25 
+ 50 

-
+ 50 
+ 200 

+ 50 

+ 200 

+ 50 

+ 25 

-
+ 25 

E ti A o 
Aglutinaci6n 
con 2-ME 

-
-
-
-
-
-
-
-
+ 200 

+ 25 
+ 200 

1 50 

-
-
-

No se observa ningún grado de aglutinación o precipitación. 

1 A G N o s T 1 c A 

lnmunodifusión il.adial 
16-M Rev-1 B-115 

- - -
- - -
- ~ -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
+ + + 

- - -
+ + + 

- - -
- - -
- - -
- - -

Criterio de lectura: El título se expresa como el inverso de la dilución más alta en la que se observa 
aglutinación. 



TA3LA No. d, 

l!ESUL TADOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS DE IWTINA Y DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION RADIAL EN EL GRUPO IV: 
,\;W11\LES srn ANTECEDENTES DE VACUNACIOll, INCLUYENDO LOS CONTROLES POSITIVO y NEGATIVO. 

P R U E B A O 1 GfluSTICA 
G~UPO IV: Anima 1 es no vacunados 

No. de suero Tarjeta 
Ag1utinac1on Ag1utrnac1on 
en tubo con 2-ME 

Inmunod1 fus1on Rac1ia 1 
16-M Rev-1 B-115 

3 
.¡ 

6 

7 
a - ·~ .... _- .-.. - -

9 

10 

11 
.. / 

12 

13 

14 

15 

Control (+) + 
Control (-) 

+ • Aglutinaci<'in o precipitaci6n completa. 

- = Ningún grado de aglutinación. 

+ 200 + 200 + +. 

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

aglutinación. 

+ 



TABLA NO. 9 

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

GRUPO Taje ta 

ll 46. 6 

III 46.6 53.3 

IV .100 

e+ 100 

e- 100 

C + Control positivo 

C - = Control negativo. 

33.3 20.0 33.3 13.3 

100 

100 

100 

Aglutinación con 2-ME 

+25 +50 +!00 +200 

13~3 6.6 80,0 

20.0 26.6 

66.6 13,3 6.6. 13.3 

100 

lOO 

100 

"" "" 
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TABLA NO. 10 

RESULTADOS OE LA PRUEBA DE INMUNODIFUS!ON RADIAL EXPRESADOS E:I PORCENTAJES 

( ;~) EN LOS CUATRO GRUPOS DE scvmos MUESTREADOS. INCLUYENDO LOS CONTROLES 
RESPECTIVOS. 

GRUPO lNMUrlODTFUS!Otl RADIAL 

16-M REV-1 B-115 
- + - + - + 

I 13.3 86.6 13.3 86.6 13. 3 86.6 

II 100 - 100 - 100 -

lll 86.ó 13.3 86.6 13.3 86.ó 13.3 

IV 100 - 100 - 100 -

Control (+) - 100 - 100 - 100 

Control (-) 100 - 100 - 100 -
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DISCUSION 

En estudios previos (22, 32). di versos autores. utilizando 

el método empleado en el presence trabajo para la extracción de 

polisacárido-B a parcir de la cepa B-115 de Br. melitensis, han 

demoscrado que dicho ant1geno precipita en la prueba de IDR única_ 

mente con sueros de animales infectados. 

En 1981. Diaz ~ ( 23 ). concluyen que el polisacárido- B 

obtenido a partir de la cepa lisa de Br. melitensis 16-M es inmuno_ 

lógicamente indistinguible del polisacárido-B obtenido de la cepa 

rugosa B-115 y del polisacárido-B presente en la fracción 5 de 

Redfearn. 

Ontiveros -y Tenorio, en 1984 ( 50 ). utilizando la cepa lisa 

de Br. melitensis Rev-1 para la obtención de polisacárido-B. demues_ 

t.ran que dicho antigeno puede ser utilizado en la prueba dA TDR 

para diferenciar bovinos infectados en forma natural, de aquellos 

animales vacunados con la cepa 19 de Br. abortus . 

Sin embargo. hasta el momento no se habia ! levado a cabo 

una comParación entre las diferentes cepas de Br. melitensis Clisas: 

16-M y Rev-1. y rugosas: B-115). bajo condiciones similares de 

experimentación (pesos constantes de paquete celu.lar para cada 

cepa y un mismo método de extracción y cuantificación para dicho 

polisacárido). con la finalidad de evaluar cuál de ellas p¡:-oduce 

una mayor cantidad de anti.geno polisacárido-B. utilizado en la 

prueba de IDR para el diagnóstico de brucelosis bovina. 
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En la Tabla No. 4 puede apreciarse que la cantidad {mcg) 

de polisacárido-B obtenida a partir de las cepas lisas de Br. 

melitensis (16-M. y Rev-1) fue mucho mayor que la producida ¡:;or 

la cep.:i rugosa B-115. Al respecto, Diaz et al en 1979 22 ), 

encuentran dif"erencias importantes en cuanto al rendimiento de 

poli~acárido-B obtenido a partir de' dos cepas de Br. melitensis 

notifican un rendimiento del l. 5% para la cepa 16-M, contra un 

0.5% obtenido de la cepa B-115, lo que concuerda con los resulta-

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

las· cepas lisas 16-M y Rev-1 tuvieron un rendimiento en la produc_ 

ción de polisacárido-B casi tres veces mayor que el de la cepa 

rugosa B-115 de Br. melitensis . Es importante aclarar que no 

fue posible hacer ·ta comparación de nue~tra!: :r-G.sul t.ados en base 

al rendimiento, expresado en porcentaje~ con los resultados repor_ 

tados- 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 rendimiento fue calculado en base 

al peso húmedo Je bacterias. 

Diaz y Levieux, en 1972 21 ) , demuestran que la cepa B-

115 de Br. melitensis pierde su habilidad para sintetizar polisa-

cérido-B después de repetidos subcul ti vos. Este quizá 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

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

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

En lo que respecta a la evaluación de ia efectividad de los 

diferentes polis.:icáridos-B al ser utilizados en ia prueba de !DR .. 

Díaz ~· en J 979 ( 22 ) .. utilizando pol isucárida-8 obtenido 

a partir de la cepa !6-M de Br. melitensis en dicha prueba. notifi 

can un 78. 3% d'"3' reac!:ores posi t:ivos en anlrnales sospechosos a 

una infección por Brucella ; 88. 6% de positivos en animales lnfec-

tados experimentalmente ·con una cepa virulenta de ~B,_,r-'.'---'ª"b"'o"r"-"t"'u""-s. 

aunque en animales vacunados tanto con dosis reducida 
q 

(.5 X 10 
10 

m. o. /mlL como con dos is completa ( 9 X 10 m. o. /ml) de la cepa 

19 de Br. abortus no encontraron reactores pósitivos. 

Angulo y Villa, en 1985 ( 5 ). probando 342 sueros de bovinos 

revacunados con una dósis reducida de la cepa 19 de Br. abortus 

encontraron un ?. 33~ de rcact.or~s positivos en la prueba de IDR, 

utilizando po l isacárido-B obtenido a partir de la cepa 16-1'\l de 

Br. melitensis. Los datos an~erio~es van de acuerdo con este traba 

jo en el que se obtuvo un porcentaje alto de reactores positivos 

en el grupo I de los animales muestreados C sospechosos a una in

fección pOr Brucel la), pero no se observó ningún reactor positivo 

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

dosis reducida 3 X 10~ m.o./ml de la cepa 19 de Br. abortus J. 

Empleando el polisacárido-E extraido de la cepa B-115 de fil:,_ 

melitensis, Janes ~ .. en 1980 31 ) . encontraron un 90. 3% 

de reactores positivos a la prueba de IDR en sueros de animales 

en los que se demostró .. por aislamiento .. infección por ,B!.!r'-'.'-ª"'-"b"'o"'r'""'t"'u'°'s,,_; 
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'º 
en animales vacunados con dosis normal (7. B X 10 m .. o .. /ml) se 

presenta un 4. 3% de positivos y ningún reactor positivo en el 
q 

grupo de animales vacunados con dosis reducida (5 X 10 m.o./ml) 

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

No. 10 en este trabajo se encontraron resultados similares.. ya 

que únicamente se detectaron reactores positivos en los siguientes 

grupos: grupa Cnnirn.::ilcs sospechosos a una í.nfecci6n por Brucella 

con un 88. 6% y grupo III (animales vacunados con dosis normal .. 
9 X 10 m. o. /ml) con un porcentaje mucho más bajo de 13. 3%. Es 

importante senalar que los dos animales del grupo III que resulta-

ron positivos a la prueba de IDR con los tres diferentes polisacá-

ridos-B presentaron titulas muy altos (200). tanto en la prueba 

de aglutinación en tubo.. como en la prueba de aglutinación con 

2-ME.. por lo que se piensa que estos animales estaban de alguna 

manera infectados, _ya sea por la propia cepa vacuna! (lo que pudo 

deberse a un mal manejo de la vacuna),. o bien ,. can una cepa de 

campo. 

Por otro lado, Ontiveros y Tenorio, en 1984 ( 50 ), utilizando 

polisacárido-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 sólo un 11% de reactores positivos .. 
en animales vacunados con dosis normal (9 X 10 m. o. /ml) y un 

3% de positivos en animales 

• X 10 m_o./ml) de la cepa 19 

vacunados con dosis reducida (4.5 

de Br. abortus Estos resultados 

concuerdan con los obtenidos en este trabajo,. ya que el porcentaje 
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más alto de reactores positivos se encontró en el grupo I. (animales 

sospechosos a una infección por Brucella) de las animales muestrea-

dos. 

No se encontraron diferencias importantes en cuanto a la 

utilidad de los tres pol.isacáridos-B en la pi:-ueba de IDR para 

el diagnóstico de bLUcclosis bovina, ya que los Lesultados obteni-

dos con los tres antiqenos fueron similares, es decir, en el caso 

de animales infectados se observó la fonnación de un halo de preci-

pitación en las tres placas de IDR. s.ln embargo. en la placa im

pregnada con el polisacárido-B extraido a partir de la cepa B-

115 de Br~ melitensis los halos de precipitación fueron menos 

aparentes, en comparación con los presentados por las cepas l6 ~l1 

y Rev-i . 

Las cepas lisas (16-M y P.ev-1) de Br. melitensis tuvieron 

un crecimiento más abundante en cultivo,. en comparación con la 

cepa rugosa B-115~ Las cepas lisas pct::sar,::.aron un r"="ndimiento 

similar en cuanto a la producción de polisacárido-B. sin embargo, 

es importante tomar en cuenta que la cepa Rev-1 es vacunal (bacte-

rias vivas-atenuadas). lo que le confiere menores riesgos para 

su manipulación en el laboi:-atorio, a diferencia de las cepas 16-M 

(lisa) y B-115 (~ugosa), las cuales debido a su virulencia conlle-

van un riesgo mayor al manipularlas 
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CONCLUSIONES 

t.- Las cepas lisas de Br-. melitensis (16-M y Rev-1) fueron 

las más adecuadas para la obtención de polisacárido-B, ya que 

el rendimiento (en mcg) obtenido a partir de estas fue casi tres 

veces mayor que el de la cepa rugosa de Br. melitensis (S-115) 

2.- La cepa Rev-1 de Br. ffielitensis resultó ser la más adecua_ 

da para la pr~tlucción de polisacárido-a a utilizar en subsecuentes 

trabajos de investigación, tomando en cuenta sus necesidades 

de crecimiento, vit"'ulencia y el rendimiento obtenido para la 

producción del antiqeno . 

3.- La prueba de IDR u~ilizando antigeno polisacárido-B permi

te diferenciar animales infectados. de animales vacunados ya 

sea con la dosis reducida o la dosis completa de la copa 19 da 

Br. abortus 
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APENDICE SOLUCIONES V REACTIVOS 

Solución Salina Fisiológica 0.85% (SSF) 

Cloruro de sodio .............. 8. Sqr 
Aqua destilada c.b.p ........ l le 

Solución de Hidróxido de Sodio CNaOH) O. lM 
Hidróxido de sodio ......•.. 3.99qr 
!\gua destilada c.b.p ........ l le:; 

Solución de Hidróxido de Sodio CNaOH) lM 
liidróxiao de sodio .......... 39.9qr 

,'!\qua destilada c. b. p. . ....... l.l t 

Solución de l\cido Tricloroacético (ATA) O.SM 
Acido Tricloroacético 8l.67gr 

Agua destilada c.b.p. l lt 

Solución de Fenol al 5% 
Fenal ........................ 50gr 
Agua destilada c.b.p ........ 1 lt 

Solución estándar de Glucosa Clmg/ml) 
Glucosa anhidra . . . . . . . . . . . . . 50mg 

!\qua destilada c.b.p ....•... 50ml 

Amortiguador Glicina-:;aoH O. U! pH•8. 5 

Solución i\ : Glicina lM 
GlicLna ..................... 75.07qr 

!\gua destilada c.b.p. l it 

Solución B : NaOH lN 
Hidróxido de sodio .......... qQgr 
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Agua destilada c.b.p ........ 1 lt 

Para obtener el pH~8.6 : 
Solución A: ............... . 

Solución B : 
Agua destilada •............. 

lOOml 
8.0ml 

892ml 
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