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R E S U M E N 

MOLINA NAVA MA. DE LOURDES. Respuesta serol6gica en ovejas 

adultas, vacunadas con dos diferentes dosis reducidas de Rev.l 

Br. melitensis, bajo condiciones de campo (bajo la direcci6n -

de: FRANCISCO SUAREZ GUEMES y EFREN DIAS APARICIO). 

La brucelosis es una enfermedad infectocontagoiosa de curso 

cr6nico, que afecta a los animales dom~sticos y que puede -

transmitirse con facilidad al hombre, por lo que es una de las 

enfermedades zoon6ticas más importantes en M~xico y representa 

un verdadero riesgo ocupacional para veterinarios, matanceros_ 

y granjeros. 

Los ovinos son afectados por tres especies de brucella: ~­

lla ovis, que causa problemas de epididimitis en el carnero, -

Br. melitensis y Br. abortus,las cuales se caracterizan por -

afectar los 6rganos genitales, causando aborto, retenci6n pla­

centaria, orquitis, epididimitis y una considerable reducci6n_ 

de la eficiencia reproductiva. 

La brucelosis en caprinos y ovinos puede prevenirse mediante -

la aplicaci6n de la vacuna de Brucella melitensis cepa Rev. 1, 

la cual es capaz de producir una inmunidad confiable; debe - -

aplicarse en hembras j6venes de 3 a 6 meses de edad, por via -

subcutánea. Sin embargo, algunos investigadores han estudiado_ 

la posibilidad de emplear dosis reducidas de Rev. 1 para vacu­

nar animales adultos e incluso gestantes. 
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El objetivo principal de este trabajo fue determinar la persi~ 

tencia y el nivel de anticuerpos producidos por la vacuna Rev. 

l Br. melitensis a dosis reducidas en borregas adultas, compa­

rando dos diferentes dosis: 5 X 103 UFC y 1 X 105 UFC. 

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron 60 borregas,-

las cuales se dividieron en tres grupos de 20 ovinos cada uno: 

El grupo A fue vacunado con una dosis de 5 X 103 UFC; el grupo 

B se inmuniz6 usando la dosis 1 X 105 UFC y el grupo C que no_ 

recibi6 tratamiento. 

Los muestreos serol6gicos se tornaron el d!a de la vacunaci6n y 

despu~s de ~sta, los dias 15, 30, 60, 90 y 120; a estos sueros 

se les aplicaron las pruebas diagn6sticas de aglutinaci6n len­

ta .en tubo, tarjeta y Coombs. 

De acuerdo a los resultados obtenidos se demostr6 que usando -

la prueba de tarjeta, las ovejas vacunadas con una dosis de --

5 X 103 UFC de Rev. 1 ~· rnelitensis, dejan de presentar titu-­

los vacuanles a los 60 días, y vacunando con la dosis l X io5 , 

desaparecen los títulos hasta los 90 días. En cambio, en las -

muestras sometidas a la prueba de aglutinaci6n lente en tuvo,­

la persistencia de los anticuerpos es igual en ambas dosis ha~ 

ta los 120 dias, no asi en los niveles alcanzados, ya que con_ 

la dosis 1 X 105 UFC se llegó a obtener hasta el 100% de posi­

tividad en el dia 15 y con la dosis de 5 X io3 UFC s6lo se al­

canz6 el 70% de positivos a los 15 dias. En ambas dosis usando 

la prueba de Coornbs aún se presenta reacci6n a los 120 diaa, -



. 3 
puro cm títulos bajos: con la dosis 5 X io3 UFC un 5'lc y con la 

dosis l X 103 UFC un 10%, 



INTRODUCCION 

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de curso cr2 

nico, los ovinos son afectados por tres especies de brucela: ~. 

avis que tiene más importancia en machos produciéndoles epidi­

dimitis, baja de fertilidad y esterilidad, Q.ovis afecta en m~ 

nor grado a las hembras (22), en tanto que.!!.:._ melitensia y Q.­

~ se caracterizan por afectar los órganos genitales, ca~ 

sando aborto, retención placentaria y una considerable reduc-·· 

ción de la eficiencia reproductiva y en machos pueden producir 

baja de fertilidad (2, 7, 8, 13 y 14). 

Además de los estragos que produce la brucelosis en los anima­

les domésticos, pueden transmitirse con facilidad al hombre, -

por lo que es una de las er1fermedades zoonóticas más importan­

tes en México y que representa un verdadero riesgo ocupacional 

para los médico-veterinarios, matanceros y granjeros (8,10). 

Al parecer las principales fuentes de infección humana se de-­

ben a la ingestión de leche cruda de animales infectados y, de 

quesos preparados con esta leche. También se puede contraer 

por contacto directo con las excreciones y secreciones de los_ 

animales infectados (8,14). 

La brucelosis en el hombre se presenta con un estado febril -­

que dura de una a dos semanas alternando con períodos apiréti­

cos de dos o más días, en fases intermitentes y ondulantes, -­

acompañada de extreñimientos, anemia progresiva y debilidad, -
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Son frecuentes ,la aparici6n de neuralgias, artritis, tumefac-­

ci6n 'intestinal', a: veces' no si.empre se producen abortos' las_ 

mujeres infectadas eliminan brucelas por la leche. (8, 10, '26). 



A N T E C E D E N T E S 

A lo largo del mediterráneo se conocía desde los tiempos de -­

Hipócrates la existencia de una fiebre, caracterizada por la -

intermitensia, fue hasta el año de 1887, cuando Bruce aisla -­

por primera vez las brucelas a partir de los bazos de solda-­

dos brit~nicos muertos en la Isla de Malta de una enfermedad -

febril denominada Fiebre de Malta. La fuente del organismo - -

agresor,al que denomin6 Micrococcus, no fue descubierta hasta 

1904 cuando miembros de la British Mediterranean Feber Commi-­

ssion lo cultivaron a partir de la leche y de orina de cabras_ 

aparentemente sanas, cuyo suero poseía aglutininas para la br~ 

cela (13). 

Brucella melitensis afecta a cabras y en menor grado a ovejas: 

se ha informado de su presencia en ovinos en el sur de Europa, 

en México, y en algunas zonas de la parte sudoccidental de los 

E.U.A., en el oeste de Argentina y en Siria (8, 23, 25). En M~ 

xico, se demostró la presencia de anticuerpos contra ~· Meli-­

~ en ovinos desde 1974 (21). 

Comprendiendo la urgente necesidad de encontrar un método efeE 

tivo para la inmunización de los animales domésticos contra la 

infección causada por~· melitensis, Herber y Elberg aislaron_ 

una cepa de una colonia de ~· militensis, la que llamaron Rev. 

1, la cual es una mutante reversa de una cepa dependiente de -

estreptomicina, de baja virulencia, altamente inmunogénica, e~ 

table y no revierte a viruienta en pasajes continuos (3, 29). 
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Con el fin de comprobar la estabilidad de la cepa Rev. l en 

ovinos, Neeman y Ulasevich realizaron trabajos en borregos y -

cuyes, donde demostraron que no existían cambios en las propi~ 

dades morfológicas, tintoriales, bioquímicas, aglutinantes y -

antigénicas, ni de virulencia (3). 

Por otra parte, Renoux y Neeman realizaron experimentos en bo-

rregas, a fin de evaluar vacunas, utilizando diferentes cepas_ 

entre ellas la Rev. 1 con la cual se produjo buena protección_ 

a estos animales (3). Otros experimentos realizados por Van -­

Heerden y Van Resburg, asi como los trabajo~ de Gradwell y co­

laboradores permitieron comprobar la efectividad de la cepa 

Rev. 1 como agente inmunizante en carneros para protegerlos 

contra la infección de B. avis (3, 16). 

Con relación a la eliminación de la cepa vacunal Rev. l, Nee-­

man, al igual que Janes y Marly, realizaron experimentos donde 

intentaron el aislamiento de Rev .1 a partir de la leche, des­

pués de la vacunación, sin ser esto posible (12, 19). Paltri-­

niere y col. utilizaron la vacuna de Rev. 1 a una dosis de 1.5 

X 109 en ovejas de cuatro a seis meses de edad y, once meses -

después de la vacunación fueron desafiadas con la cepa 53H38 -

~· melitensis, por via conjuntiva! y ninguna de estas borregas 

abortó (29). Asimismo, Unel y Col. realizaron otro experimento 

donde vacunaron a un grupo de borregas de cuatro a seis meses_ 

de edad con Rev. 1 ~· melitensis, y que posteriormente, fueron 

desafiadas en su primera gestación con las capas 11 38 biotipo_ 

1, cepa Turkish biotipo 2, y la cepa Cifteler a diferentes do-



sis y se obtuvieron buenos resultados en"cuanto a la inmunidad 

conferida por Rev. 1 (32). · 

Por las caracter!sticas de la cepa Rev. 1 !!· rnelitensis, se r~ 

cornienda la vacunaci6n por v!a subcut§nea, en hembras de tres_ 

a seis meses de edad, tanto en ovinos como en caprinos. No de-

be aplicarse en audltos gestantes, pues llega a causar aborto_ 

y la bacteria puede persistir en los ganglios linf§ticos y en_ 

la gl§ndula mamaria, por lo que se podría confundir el diagn6~ 

tico (3,15). Sin embargo, algunos investigadores han estudiado 

la posibilidad de emplear dosis reducidas de Rev. 1 para vacu­

nar animales adultos e incluso gestantes y al parecer este pr~ 

cedimiento elimina las desventajas antes mencionadas sin redu­

cir los niveles de protecci6n conferidos (5, 11). La dosis re­

ducida ha sido utilizada en animales adultos en Israel (1973) 

con una dosis de 5 X 10 4 de Rev. 1 para minimizar la excreci6n 

de la cepa vacunal por la leche (30). 
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DESCRIPCION DE.LA. ENFERMEDAD 

ETIOLOGIA. La Brucella rnelitensis es un cococbacilo pequeño -

(O.~ 0.7) sin movimiento, Grarn negativo, no esporulado, crece_ 

bien en aerobiosis a 37ºC y en un pH de 6.8 a 7.0, forma colo­

nias típicas pequeñas, redondas, convexas y traslúcidas (3, 8, 

·14¡. La prueba de catalasa y oxidasa resultan positivas; proa~ 

ce hidrólisis de urea y reducción de nitratos (6, 14). Los me­

dios recomendables para integrar el aislamiento son a base de_ 

triptosa y tripticasa (31). La~· rnelitensis tiene forma cocoi 

dea a diferencia de B. abortus que torna la forma de bacilos -­

largos; ~· abortus y~· suis producen 511 2 , mientras que ~· ~­

litensis también lo produce pero en pequeñas cantidades (20, -

26). 

La cabra es el. huésped habitual de la Brucella rnelitensis y se 

propaga con facilidad al hombre y a otras especies (8, 22). Es 

sencible al calor y a los desinfectantes habituales; se dcstr~ 

ye con el calentamiento y medios acuosos en diez minutos a 60° 

C y a OºC vive durante un mes; en el polvo durante seis serna-­

nas; en el agua y en el suelo, diez semanas; en el exudado ut~ 

rino infectado o en congelaci6n, durante siete meses; no resi~ 

te a la acidificación de la leche, muriendo en dos dias; en -­

las mantequillas, quesos blancos y requesor. resisten hasta 30_ 

dias y a veces más; si el estiércol estuviera amontonado, mue­

ren pronto, corno consecuencia de la fermentación (26). 

PATOGENIA.- La brucelosis ovina, producida por Brucella rneli--
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~ se transmite por contacto entre animales infectados y -

susceptibles Ó en lugares contaminados, siendo la principal -­

vta de acceso la oral, aunque también puede penetrar por vta -

conjuntiv~l y nasal, mediante aerosoles y excepcionalmente, -­

por soluciones de continuidad (grietas, heridas, escoreaciones 

en la piel ocasionadas por el ordeño) (13, 15, 26). 

Al entrar al organismo las brucelas son ingeridas por los fag~ 

citos, que pretenden eliminar la infección. Debido a la capaci 

dad de estas bacterias de multiplicarse en el interior de los_ 

fogocitos, causan la destrucción de los mismos y logran llegar 

a los ganglios linf&ticos, pasando posteriormente a la sangre, 

donde se produce una bacteremip por 30 o 50 atas. La bactere-­

mia propicia la localización posterior de la bacteria en si- -

tios de predilección como son: el bazo, la médula osea, los 

ganglios linfáticos, la glándula mamaria y especialmente en el 

Utero y los tejidos fetales. 

Con la ingestión de ltquido amniótico se infecta ~l feto por -

la vta digestiva produciendo gastritis, enteritis, afectando -

órganos parenquimatosos; el feto muere y es expulsado general­

mente en el Utlimo tercio de la gestación. Las hembras suelen_ 

tener retención placentaria, seguida de metritis e incluso in­

fección generalizada, acompañada de esterilidad. Si se produce 

la expulsión de las placentas, la matriz queda libre de bruce­

las a las tres semanas de producirse el parto o el aborto, ya_ 

que la mucosa no gravida resulta inadecuada para la multiplic.!!_ 
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ci6n de la brucela. En los machos las bacterias tienen afini--

dad por los tejidos de los 6rganos genitales.,·f:n algunas oca-­

sienes hay recuperaci6n espontánea aproximadamente a los 90 --

días (5, 15, 18, 26). 

SIGNOS CLINICOS.- El aborto es la principal manifestaci6n de -

esta infecci6n en· los ovinos y caprinos, ocasionando ~sto, una 

contaminaci6n masiva del medio ambiente por el gran número de_ 

microorganismos que se encuentran en el feto, la placenta y los 

líquidos de los animales infectados; la eliminaci6n vaginal de 

la Brucella persiste normalmente durante tres meses después 

del aborto. Una eliminaci6n en menor escala se produce por la_ 

leche, la orina y las heces{8,15,18). 

DIAGNOSTICO.- Las pruebas diagn6sticas convencionales que exi~ 

ten no tienen un margen amplio de seguridad por lo que para el 

diagn6stico definitivo de los animales portadores de Brucella 

s6lo el aislamiento del gérmen nos dli la. ce.!'teza de una infec­

ci6n. Esto puede lograrse a partir de e~udado vaginal y/o le-­

che de las hembras que han abortado. Se recomienda también, el 

cultivo a partir de placentas y tejidos fetales especialmente -

del contenido estomacal (1,4,9,15). .. 
Las pruebas serodiagn6sticas mlis utilizadai; son; 

Prueba de aglutinaci6n rápida en placa, 

Prueba de algutinaci6n en tubo, 

Prueba de fijaci6n de complemento, 

Prueba de aglutinaci6n de 2-mercaptoetanol, 



Prueba de tarjeta 

Prueba de Coornbs. 

PREVENCION: 

12 

Características biológicas de la cepa Rev. 1: Según la primera 

descripción de Elberg y Keyer (1958), cuando la cepa Rev. 1 -­

crece en condiciones óptimas, produce colonias corno punto de -

alfiler después de 72 horas de crecimiento en medio s6lidoi -­

después de ~6 horas, las colonias son corno de 1 mm de diámetro 

máximo de 1 a 2 mm, dependiendo de las condiciones, pero siem­

pre serán más pequeñas que las colonias producidas por otras -

cepas de B. rnelitensis bajo las mismas condiciones (3). El cr~ 

cimiento en el medio líquido es estimulado por el eritritol -­

(3, 12). La producci6n de H2s por la cepa Rev. les mínima, co­

mo sucede con otras cepas de Brucella melitensis. La prueba de 

ureasa es negativa. 

Las características de crecimiento en presencia de los antibi~ 

tices penicilina y estreptomicina, proporcionan un método muy __ 

valioso para diferenciar la cepa Rev. 1 de otras cepas de ~· 

rnilitensis. Las cepas típicas de campo crecen libremente en -­

medio conteniendo 2.5 a 5 unidades de penicilina por ml, mien­

tras que la cepa Rev. l es completamente inhibida por est.as -­

concentraciones. 

Por otra parte, la cepa Rev. l muestra un crecimiento acepta-­

ble en medios adecuados, conteniendo de dos a cinco micr_ogra-­

rnos de estreptomicina por ml, concentraci<Sn que resulta sufi--
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ciente para inhibir completamente la mayor parte de las cepas_ 

virulentas de ~· melitensis que persisten en los tejidos por_ 

6 a 12 meses (3). 

De acuerdo a las características antes mencionadas y a pruebas 

controladas de laboratorio se ha demostrado que la vacuna de -

~· melitensis cepa Rev. 1, es capaz de producir inmunidad co~ 

fiable en ovinos y caprinos. Una dosis de 1 X 10 9 de la vacuna 

de Rev. 1 aplicada a hembras j6venes de 3 a 6 meses de edad g~ 

rantiza una inmunidad satisfactoria (3, 13, 15). 
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Posteriormente se procedi6 a vacunar a los 2 grupos destinados 

para las diferentes dosis. Se obtuvieron muestras serol6gicas_ 

de la totalidad de los animales el día de la vacunación y des­

pués de ésta, los días 15, 30, 60, 90 y 120. Las muestras san­

guineas fueron tomadas asépticarnente, se dejaron cuatro ·horas_ 

a temperatura ambiente para la formaci6n de coágulo y la obten 

ci6n del suero; posteriormente el suero obtenido se centrifug6 

a 2,000 rpm durante 10 minutos, el sobre nadante, se coloc6 en 

frascos viales estériles y se mantuvo a una temperatura de me­

nos de 20ºC basta su utilizaci6n. 

A estos sueros se les aplicaron las pruebas de aglutinación en 

tubo, tarjeta y Coornbs, siguiendo las técnicas.descritas por -

Alton (4). 

PRUEBA DE TARJETA.- Se conoce. también con el nombre de antíge­

no acidificado tarnponado. Es una prueba rápida, sensible y es­

pecífica. Es de tipo cualitativo de algutinación macroscópica_ 

y que se efectúa en una sola dilución y que detecta principal­

mente los anticuerpos o inmunoglobulinas G, ésto se debe a que 

la acidez del antígeno inactiva a las inmunoglobulinas M (IgM) 

(4,9). 

PRUEBA DE AGLUTINACION LENTA EN TUBO.- Es una prueba de seroa­

glutinaci6n que permite identificar las inmunoglobulinas IgM e 

lgG, la cual puede ser útil como prueba diagnósitca básica y -

para corroborar los resultados de otras pruebas serológicas. -

Es una prueba de carácter semi-cuantitativo y surge el proble-
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ma de que .algunos sueros caen en el nivel de sospechosos. Pre­

senta limitantes tales como: no poder diferenciar anticuerpos_ 

vacunales de aquellos producidos por infecci6n natural¡ tampo­

co permite detectar anticuerpos de infecciones recientes o de_ 

estados de cronicidad y adem&s tiene la desventaja de que alg~ 

nas veces existe reacción cruzada con anticuerpos dirigidos --

contra otros microorganismos (4, 9, 14). 

PRUEBA DE COOMBS.- En algunos casos los sueros de los ovinos -

infectados, sobre todo en los casos de infecciones cr6nicas no 

reacciona11 a las pruebas de aglutinaci6n simples, por .J..0 que -

se ~equiere de pruebas específicas para detectar los anticuer-

pos (14). 

La prueba de Coombs es considerada como la m&s sensÍ.ble para -

el diagnóstico de B. melitensis (1, 4, 9). En esta prueba, los 

anticuerpos unidos a las células se comportan como un antígeno 

en la reacci6n con la antigamaglbulina ovina, dando una reac-­

ci6n observable. El suero que no reacciona en esta fase se con 

sidera libre de anticuerpos (7). La antigamaglobulina fue ela­

borada y proporcionada por el Instituto Nacional de Investiga­

ciones Forestales y Agropecuarias (S.A.R.H.). 

ANALISIS ESTADISTICO. 

La comparación de los tres grupos en cuanto a los títulos ser~ 

lógicos obtenidos por la prueba de aglutinación lenta en tubo_ 

y Coombs se hizo mediante an&lisis de varianza y la prueba de_ 

Tukey y para los resultados de la prueba de Tarjeta se utiliz6 

ji cuadrada (X2J. (27,33). 
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MATERIAL Y METODOS 

La investigación se realizó en el laboratorio del proyecto de_ 

Enfermedades Bacterianas de los Rumiantes del Instituto Nacio-

nal de Investigaciones Forestales y Agropecuarias (SARH), en -

Palo Alto, D.F., y en una explotaci6n ovina la cual se encuen­

tra localizada en zumpango, en el Estado de México. 

Se utilizaron 60 ovinos hembras, encastadas con Ramboullet, de 

más de dos años de edad y sin antecedentes de vacunaci6n con -

Rev. l. Se dividieron en tres grupos en forma aleatoria, de --

los cuales uno se tom6 como testigo y los otros dos grupos fu~ 

ron vacunados por via subcutánea con dos diferentes dosis red~ 

cidas de Rev. 1 ~· Melitensis de la siguiente manera: 

GRUPO A: 20 borregas vacunadas con dosis X 103 UFC 

GRUPO B: 20 borregas vacunadas con dosis 1 X 105 UFC 

CRUPO C: 20 borregas controles. 

Se utilizó la vacuna Rev. 1 ~· melitensis de la Productora Na­

cional de Biológicos Veterinarios, a este biológico se le hi­

zo un conteo de microorganismos viables usando la técnica des-

crita por Miles y Misra* (4), la cual consiste en: 

Se prepararon -diluciones decuples de la vacuna mezclándose-O.l 

ml con'o.9 ml de diluyente (solución salina Peptonada), cam- -

*Miles, A.A.-y.Misra, S.A. J.~ (Lond) 38:732 (1938). Cita­
do en Alton, G.G., Janes L.M. and Pietz, D.E. (4). 



17 

biando de pipeta para cada dilución. Las plaCas de agar utili-

zadas fueron previamente divididas en seis partes y secadas. -

Se prepararon de 6 a 8 diluciones de vacuna y simult6neamente_ 

en secciones numeradas, se deposit6 una gota de cada una de 

las diluciones en cada una de las divisiones de las placas; 

una vez secas las gotas, las placas se incubaron durante 24 a_ 

48 horas. En las superficies de las gotas procedentes de las -

concentraciones mSs altas de la vacuna se formaron manchas cir-

culares de proliferación confluyente. Los recuentos se hicic--

ron en las zonas que contcnian mayor número de colonias sin --

signos de confluencia ni gran disminuci6n del tamaño de la ca-

lonia por proliferaci6n excesiva. El número de colonias se 

calculó a partir del promedio de colonias por gota dio el nGm~ 

ro de gérmenes viables por mililitro contenidos en la suspe- -

ci6n que examina. Una vez conocido el titulo de la vacuna o.5_ 

X 109 UFC, se llevaron a cabo las diluciones para obtener las_ 

dosis reducidas a utilizar. 

Diluciones para obtener las dosis reducidas; 

0.5 X 109 conteo de la vacuna original 

l en l ml 

l 1-----.99 ml SSP = 0.5 X 107 en l-ml-

l_J~:-'--+99 ml = o.s_ x 10~10 ml__.,. 

-90 ml ssp_.o.s X 104 = s x10 3 en e/a ml 

*en 2 ml de la dilucion 0.5 X 105 hay· l X-'105 _ UFC 

Las diluciones se realizaron -~i."--~I~JnQ--día -de vacunaci6n, bajo_ 

condiciones de esterilidad y manteniendo las vacunas en refri-

geración. 



R E S U L T A D O S 

En los cuadros Nos, 1 y 2 se observan los resultados de las 

tres pruebas serol6gicas utilizadas en este t~abajo, de los 
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días o, 15, 30, 60, 90 y 120, para la detección de anticuerpos 

contra!· melitensis, inducidos por las do~is 5 X 10~ y 1 X 105 

UFC de la vacuna Rev. l. en ovejas adultas. 

Con la dosis 5 X 10 3 UFC, los resultados que se obtienen por -

la prueba de tarjeta, demuestran que a los 15 días posvacuna--

ci6n, el 40% de los animales fueron reactores positivos, dism1 

nuyendo a los 30 días hasta obtener un 25% de positividad del 

total de los sueros, y finalmente, dando un 100% de negativi--

dad a los 60 di~~. 

En la prueba de aglutinaci6n lenta en tubo se detect6 positivi;. 

dad a los 15 días, con el 70% de los sueros reactores .poaiti-- · · 

vos, observ1indose gran cantidad de sueros con títulos 1.1.iS ·y -

1: 50; a los 60 días se disminuy6 este porcentaje:.has~a.:~~tener 
. - ' - - - ~-, ... •.· ··.:-' . , 

un 15% de positividad a la diluci6n 1: 25; finalm~llt~; a:·lc:i~:,90.; 

días se observa un 5% de sueros positivos a la di.1uQ¡6~···ú2~ -
·1:._. ··,,· ._,,,_ 

desapareciendo por completo los anticuerpos hasta:. ·lo's 120 días. 

'"·' :.:<_ ~-

Utilizando la prueba de Coombs se observa a TosC7.¡:i;cc'día"s"fü:n'°_asi·-~·~·:'--

de positividad, a los 30 días aument6 el porcenáj~:::~~~Ú. '~:i-~ 
canzar un 90% de sueros reactores positivos; pos~eriornl~nte) a 

los 60 días disminuye el porcentaje de sueros p~~itÍ:vc/~:bbt~-­
ni~ndose un 30%; a los 90 días se encontr6 un 1~~ d~,p~s¡~¡vi-
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dad y finalmente a los 12.0 dias, aún se present6 .reacci6n en -

un 5% de los sueros. 

Con la dosis 1 X io 5 UFC, los resultados obtenidos en el dia -

15 por la prueba de tarjeta son de un 95% de sueros reactores_ 

positivos, siendo la totalidad de sueros negativos el dia 90 -

posvacunaci6n. En la prueba de algutinaci6n lenta en tubo se -

obtiene mayor porcentaje de animales reactores positivos que -

con la dosis anterior, llegando hasta el 100% a los 15 dias, -

observ§ndose gran cantidad de titulas 1:50 y 1:100, no encon-­

tr§ndose reacci6n de aglutinaci6n a la diluci6n 1:400, también 

se observa que a los 90 dias el 10% de sueros dan reacci6n po­

sitiva, desapareciendo por completo los titulas a los 120 dias. 

De acuerdo a la prueba de Coombs, se obtiene un 100% de reac-­

ci6n positiva a los 15 dias, manteniéndose estos titulas.hasta 

el dia 30, disminuyendo paulatinamente hasta llegar. __ al:Aia 120 .. · 

con un 10% de sueros positivos con titulas de 1:25 :(cuildro_ ··2). 

Las muestras serol6gicas del grupo control sometidas a ;la.pru~. 

ba de tarjeta lenta en tubo y Coombs, de los dias 

60, 90 y 120 dieron resultados negativos. 

En la gr§fica 1 se puede observar que los niveles de anticuer­

pos obtenidos después de la ';'Plicaci6n de la dosis--5 --x--10 3.-UFC­

de Rev. 1 ~· melitensis y detectados por la prueba de tarjeta_ 

demuestran que a los 15 dias posvacunaci6n se obtienen niveles 

de un 40%, disminuyendo paulatinamente, hasta desaparecer por_ 
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completo hasta los 60 dias. 

Mediante la prueba de algutinaci6n .lenta en tubo, S<c observa -

un 70% de positividad a los 15 días; a .los .105. días, aGn se n~ 

ta un nivel de anticuerpos bajo, de_sap¡¡recdendo totalmente a -

los 120 días, 

Finalmente los sueros sometidos a la prueba de Coombs, mues- -

tran niveles rn~s altos que la prueba anterior y de mayor per-­

sistencia, ya que a los 120 dias aGn se conservan niveles de -

anticuerpos hasta un 5%, Por otro lado los resultados observa­

dos en la gr~fica 2, hacen notar que los niveles obtenidos con 

la dosis 1 X 105 UFC son mayores que los obtenidos con la do--

sis anterior. 

La prueba de tarjeta detecta niveles de anticuerpos hasta de -

un 95% a los 15 días, desapareciendo los niveles hasta los 90_ 

días, 

Por medio de la prueba de tubo se not6 un 5% m~s de los niveles 

a los 15 dias, que con la prueba anterior y a los 105 días los_ 

niveles se conservan bajos. Sin embargo, los niveles desapare­

cen a los 120 días, igual que con la dosis anterior. 

Con la prueba de Coombs se muestra que los niveles alcanzados .. 

a los 15 días es de un 100% y se conservan los niveles a los -

120 días en un 10%. Comparando las gr~ficas 1 y 2 se observa -

que los niveles de anticuerpos inducidos por la dosis 5 X 103_ 
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.UFC tienden a desaparecer m1is r1ipi.do que con la .dosis .1 X los_ 

UFC. 

El an1ilisis estadistico, aplicado a los resultados de la prue-

ba en tubo y Coombs nos indic6 que existe una diferencia sign! 

ficativa ( p O.OS) entre la respuesta serol6gica que presentan 

los animales vacunados con las diferentes dosis ( S X 103 UFC_ 

y 1 X lOS UFC ) y de éstos con el grupo control, en todos los_ 

casos la diferencia se di6 hasta los 60 dias posvacunaci6n. --

Con relaci6n a la prueba de tarjeta, las diferencias entre los 

grupos A y B fueron estadisticamcnte significativas hasta el -

dia 60, también hubo diferencia significativa entre el grupo -

vacunado con la dosis 1 X lOS UFC y el grupo control a los 60_ 

dias, no asi entre el grupo inmunizado con la dosis S X 10 3 y_ 

el grupo control ya que s6lo hubo diferencia hasta el dia 30. 
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En este trabajo, la prueba de Coombs p~rmiti6 delect.-•r a ·los -

sueros que anteriormente habían sido negativos o sospechosos -

a la prueba hecha en tubo. Hacha ya y col. investigacon la pre­

valecencia de la brucelosis de Orissa; para la cual utilizaron 

las pruebas serol6gicas de aglutinaci6n en placa y tubo, como_ 

tambi~n la prueba de Coombs, con la cual se detectaron mayor -

número de animales reactores positivos (1) . Esto demostr6 la -

sensibilidad y especificidad de la prueba de Coombs. 

Es importante hacer notar que los niveles y persistencia de --

los anticuerpos obtenidos por las diferentes dosis reducidas -

no demuestran el grado de inmunidad protectora en los animales 

vacunados, ya que para demostrar los niveles de protecci6n con 

feridos habría que desafiar a las borregas. No obstante algu--

nos investigadores han desafiado a borregas vacunadas con do--

sis reducidas y han obtenido buenos resultados. (5, 30). 



RESULTADOS EXPRESADOS EN PORCENfAJE DE fRES PRUEBAS SEROLOCICAS EN 

20 BORREGAS AOUL fAS PARA DETECfAR LOS flfULDS DE ANflCUERPOS [NOU­

CIDOS POR LA VACUNA REY. 1 !!.!· •elltensls "UNA DOSIS OC 5 • 10). 

DIAS DESPUES DE LA VACUNACION 

~! C_~ _l~_A 15 'º 60 90 120 

f--'--'-l-..:..:.-1--=-.i---=---- -·-=- _:.:_ 
100 100 

'\"' •O 25 l~ 
1.1>" 60 n 

o l :2S 45 •5 15 5 
f---'--1---1----.l-'~ ---¡._ 

l :SO 15 ., 
l: 100 10 

" 1:200 

., 

o 
o 

" 

o, ~.1.L J_o_~ _2 __ 0_--+-~1_0 __ .__L 
l:SO •S 25 10 

¿_: .!_~~ _1_~--
1 :200 --

1 1 :•oo _---­
NEG. 15 10 70 85 95 
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CUADRO 2 

RESULTADOS EXPRESADOS EH PORCENTAJE DE TRES PRUEBAS SEROLOGICAS EH 

20 BORREGAS ADULTAS PARA DETECTAR LOS l!TULOS DE AH!ICUERPOS IHOU­

CIOOS POR LA VACUNA REY. 1 !!_!. •elltensLs A UNA OOSIS OE 1k10
5
• 

DIAS DES PUES DE LA VACUNl\CION 

[f.'i,~~P.11 15 JO 60 90 120 

< \> 95 75 •O )~ 
< \>~ 25 60 LOO LOO 

L: 25 25 50 55 10 
o -- --- ----- ------ ----,_ 

L: 50 35 J5 10 

1:100 35 5 ------ ---+------ - --- --- , - -·----- ___ __, ___ _, 
1 :200 

l:•DO --1--- ------ ____ , __ _, __ __, 

HEG. LO 35 90 100 

., '·~' _2L __ l!l}_ _12__ ¡___u¡__ 

"' 1: 50 50 •S 2~ 

~ L: 100 ?5 30 

o L:200 25 

o 1 :•DO 

" HEG. JO 85 90 

24 



... 
itoSITIVOI 

100 

t TA•Ul'TA 

l•ZS l' T U 1 O 

l•IS ~ COOMl 1 

RESULll\00 DE LOS ESTUDIOS SEROLOGICOS DE 20 OVEJAS ADULTAS 

VACUNADAS CON LA DOSIS 5 ... to 1 urc DE 

REV. l !!!.· melltensls 

D 1 A 1' 



t;: R A f'" 1 C 11. 2 

RESULTADOS DE LOS ESlUDlDS SEROLOG(COS DE 20 OVEJAS ADULTAS 

VACUNADAS CON LA DOSIS 1 'I( 10
5 urc DE 

REV. 1 !!!.· mellle~Sl'!i. 

'º 
TO 

... 
POSITIVOS 

'º 

.. 

" 45 • to 'º' 110 
DIO 

+ TAllJt TA 

l•H ~ T U a O 

l•Zl'ZCOONll 

2b 



27 

D I S C U S I O N 

Los resultados obtenidos en este experimento por la prueba de_ 

tarjeta, demuestran que a los 15 días posvacunaci6n con la do­

sis 5 X 103 UFC de Rev. l ~· melitensis, el 40% de los anima-­

les fueron rectores positivos, despareciendo por completo los_ 

niveles de anticuerpos hasta los 60 días. En cambio, en los -­

ovinos vacunados con la dosis 1 X 105 UFC, se present6 positi-

vidad en un 95% en el día 15 y dejan de presentar títulos vac~ 

nales a los 90 días (cuadro l, 2)¡ sin embargo, Blasco y col.-

vacunaron a borregas gestantes con una dosis reducida de 5 X -

108 UFC Rev. 1 y por medio de la prueba de tarjeta detectaron_ 

en la pr.imP.ra semana el 100% de animales positivos y a las 22_ 

semanas s6lo se detect6 el 15% (5). 

Posiblemente esto se deba a que la dosis empleada por Blasco -

es mayor que las utilizadas en este experimento¡ por otra par­

te, se ha comprobado que en muchas ocasiones, la prueba de tar 

jeta es negativa en ovinos infectados (4,9), debido a que los_ 

niveles bajos de aglutinaci6n se inhiben por el incremento en_ 

la acidez del antigeno, resultando esta prueba como la de más_ 

baja sensibilidad para detectar animales serol6gicamente posi-

ti vos. 

En las dosis vacunadas con la dosis 5 X 10 3 UFC, la pOsitivr--· 

dad a la prueba de algutinaci6n lenta en tubo se detect6 a los 

15 días, con el 70% de sueros reactores positivos (gr&fica 1), 

observándose gran cantidad de títulos 1:25¡ 1:50 1 incapaces de 
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aglutinar a la diluci6n 1:200, finalmente, a los 90 d!as se ºE 
serva un 5% de sueros positivos, detectados a la diluci6n 1:25 

por lo que se decidi6 hacer otro muestreo a los 120 d!as, pero 

no se encontraron sueros reactores positivos (cuadro 1). Sin -

embargo, las borregas inmunizadas con la dosis 1 X 105 UFC se_ 

presentó positividad en un 100% a los 15 d!as y un 10% al d!a_ 

90, desapareciendo por completo los t!tulos de anticuerpos a -

los 120 dias (cuadro 1,2). 

Los resultados de la aplicación de las dos diferentes dosis r~ 

ducidas en este trabajo son similares a los obtenidos por Crow 

ther y col. cuando vacunaron dos grupos de borregas adultas 

con dos diferentes dosis de Rev. 1 .!!· melitensis (1 X 104 y 

X 105 UFC), utilizando las pruebas de aglutinaci6n de rutina 

y fijaci6n de complemento, logran observar que los niveles de_ 

anticuerpos obtenidos con la dosis l X 105 UFC eran altos en -

comparación con los obtenidos con la dosis l x 104 UFC, no ob~ 

tante, la persistencia de los anticuerpos, en ambos casos, fue 

hasta las 13 semanas posinoculación, lo que coincide con lo en 

contraó:l en esta investigación. 

Por otra parte, el empleo de pruebas complementarias como es -

la de Coombs permite detectar la presencia de anticuerpos en -

sueros que anteriormente hab!an salido negativos, además de 

eliminar las reacciones heteroespecíficas debidas a agentes e~ 

mo Pasteurella ssp, Francisella .!!El! y Salmonella .!!?E (13,26). 
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CONCLUSIONES 

Se concluye que bajo las condiciones en las cuales se desarro-

116. esta investigaci6n, usando la prueba de tarjeta y tubo, 

las ovejas vacunadas con la dosis 5 X 10 3 UFC de Rev. 1 .!!.!'..· 

melitensis dejan de presentar títulos vacunales entre los 60 y 

120 días posinoculaci6n (gráfica 1), permitiendo un 5% de P2 

sitividad a Coombs hasta los 120 días, y si se vacuna con la -

dosis 1 X 105 a los 90 días desaparecen los títulos en la pru~ 

ba de tarjeta, mientras que la prueba de tubo a los mismos 

días aún se presentan reactores positivos, pero en títulos ba­

jos y en la prueba de Coombs se presenta un 10% de positivos -

a los 120 días. 

La baja respuesta serol6gica presentada por los ovinos vacuna­

dos con la dosis 5 X 103 UFC se debe a que €sta no es lo suf i-

cientemente inmunog€nica. 
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