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TITULO
DETECCION DE AhTICUERPOS COKRTRA Brucella EN CAPRiHOS

UTILIZANDO ANTIGEND POLY B.

INTRODUCCION

La brucelosis en los peﬁueﬂos runiantes existe desde gue
estos animales se domesticardn; es una enfermedad que se
encuentra distribuida en casi todo el munde ya gue el drea
afectada se extiende hacia el oeste a lo largo del litoral
del Mar Mediterraneo y 21 este a traves de Mongolia y norte
de China. En Latinoamerica la enferrmedad esta ausente en
Canada y rsta\.os Unides, wmientras que en México se presenta
en una re;lon territorial muy extensa en forma de tridngulo
cuya base esta formada por los  estados de Chihuahua,

coahuila, Xueve gn v Tamaulipas, v su vertice por porciocnes
de los estados de Guanajuato, Queretaro, Michoacan, San Luis
Potosi y Mexice. (Hitos y cols., 1982; Alton, 1887} Figuras 1.

La brucelesis en el! ganade caprino es causada principalmente
por Brucella melitensis de la c¢ual se han tipificado tres
biotipos. la entermedad gue esta especie produce tiene una
gran itportancia ya gue su efecto sobre la economia pecuaria
es muy alto en o gue se refiere a perdidas de crias y baja
en la produccion de leche principalmente. (Flores, 1986;
Alton, 19875,

Aungue la B. melitensis afecta principalmente a borregos y
cabras, esta se transmite facilpente al ganade vacuno en
contacto con estas especies. Sin emkarge, no se ha
establecide si la infeccicn puede mantenerse por si sola en
el ganadc wvacund en Aausencia de estos pequenss runmiantes
infectados. (Alten, 1387).

El principal signc de infeccion por B. pelitensis es el
aborto durante los ultimos dos neses de gestacion, es una
infeccidn perc no una enfercedad venérea. E1 nayor impacto en
la comunidad resulrta de 1la incidenzia de enfermedad en
huranos, gue con frecuencia cocasicna infecciones de lenta
evelucidn v un  alto costo en el tratamiento efective con
antibidticcs. (Alton, 18B7).




GENERALIDADES

Los pmicroorganismos del generc Brucella son baciles Grax
negatives, inndviles, no esporulados, de apariencia cocoide o
cocobacilar, miden de 0.3 a 0.7 . Se encueniran en pares c

en cadenas, pueden tefirse con el colorante Ziehel Nielsen
modificado para Brucella : son oxidasa positivos, reducen lcs
nitratos v tienen un poder uresliticoe variable (Burrows,
1681; Hites ¥y c3is., 19%82). Fara s5u crecirnients sSCn
indispensables las siguientes vitaminas: Tiapina, Niacina v
Bictina, =iehtras gue eI Pantctenate de calcio tiene un
efecto estimulante. Son 3er-eﬁes aerobios, aunjue en a‘qunos
casss necesitan del 5 al 10 %3 de (€o2 para el aislamien
pricario. Su rango de temperatura paraz el creciriento va de
20 2 40 € siendc la cptirz de 317 C a2 un pH de 6.6 a 7.4
{W.H.O., 1971). Las especies del geners Brucella se pueden
diferenciar por su sensibilidad a diversos colcocrantes {Cozite
Hixto FAD/CMS, 1970; Jawest, 157%; Hausler ¥y cols., 1%35).
Cuadro 1.

7 «

Las colonlas de pruceiia aisladas a pa;tir de tejidcs asson de

tipo liso, pegquehas, redondas, <convexas v transldcidas. Las

bacterias de dicho genero se disov;a con bastante facilidad

a la forra rugasa, con censecuaencia de una disminucion de la
).

virualencia., (Flores, 197&; Burrsws, 1951
La véa de e":rada mas co=un es oral, aungue se senala tarnkien
la via conjuntival vy nasal, mediante =aeroscies, En un animal
gestante, la transmisicn cel microdrganisncs a2l feto ocurre
per wia uterina e bien per leche durante la lactancia,
(Flores, 1%86).

IgG (Sutherland, 15890;
celular esta basada fundare
linfocitos T y rnacrofages.

1987). La respuesta inrune
talzente en la actividad de

Una ve:x que 1ia Br 1la ha orzanismes, los
fag::':os (pslimors sleares, s mocnonutleares)
inician su papel de ingestién , pre igndec elixminar
la infeccidn. Perec, debide a acida e tlienen estas
bacterias de Dultiplicarse en erior de los fagocites,
logran destruirlos. En les gan nfaticos se n*oduce una
respuesta inruncldgica, de ahli gue ia infeccién ilegue a
propiciar bacteremia, localizandose la bacteria en sitic
cozo ratc, higado, 3 ganglies linfdtjicos, glaniula
mararia, ttero y tejides fetales a traves de las mernbranas
corionicas {Anderson, Fleres, 1386).
ias prucelas estiou tipos de respussta  Lnoane,
humsral y celular. ta inmune hunmoral es zmuy fuerte,
ya gue desencadena  la M Je antizusrpss circulantes
zuy elevados, con io gque e a2 inzunoglobulinas IgM e

s
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La eliminacidn del nicrodrganismo en animales infectados, se
hace a traves de leche, orina y principalmente secreciones
vaginales, lo que propicia una gran diseninacion de este,
sobre todo despues de ocurrido un aborto o parto ya gue los
fetos y envelturas son  productoes altamente contaninados
{W,H.0., 1971: Anderson y cols., 1985; Flores, 1585).

Sin lugar a dudas unc de los aspectos de mayor relevancia al
estudiar este género bacteriano, lo constituye el posible
diagnéstice inmunoldgico, expleando técnicas de obtencion de
antigenos e instrumentando pruebas rapidas y confiables para
su diagnostico y estudio, de tal suerte que se ha visto que
las cepas lisas de Brucella tienen en su superficie dos
componentes de diferente =ovilidad catédica (piaz y cols.,
1879; Fernandez y cols,, 1882). El principal ha sido
identificado como lipopolisacaride o S-LPS (Morenc y cols.

1$79; Fernandez y cols., 198Z) el cual acarrea 1los ancxgenos
Ay ¥, Y exhibe una variedad de actividades biologicas.
Adexas presenta una reaccidn cruzada con Yersinia
enterocolitica serotipo 0% (Alton y cols., 1975: Brinley y
cols., 1579; Fernandez y cols., 1982).

El otro componente se distingue por su alta difusibilidad en
innunoelectroforesis y pruebas de inmunodifusidn, se le
copoce como haptens nativo (NH}: es us pelisacaridcs gue
carece completamente de cualgquier sexejanza relacionada con
el lipopolisacarido de cepas lisas (S~LPS); ne presenta
actividad endotoxica v tiene un alzo centenido de
carbohidratos {feong y cols., 1%70: Jones ¥y cols., 1980), se
le ha designado como segundo polisacarido, polisacarido B,

Pely B o PB (Diaz y =cols., 197%; Mcreno y cols., 1981:
Fernandez vy cols., 1882). B}
Diar y cols., {1968}, concluyerdtn cgue este polisacarido o

Poly B, se encuentra presente en la superficie celular de las
cepas lisas de Brucella y scle eon el citoplasca de las cepa
rugcsa d¢ Brucella zmelitensis B-115 la cual carece de 5-LPS
{(Gones v cols., 1880 Fernandez y Cols., 1982).

En la actualidad se han irplementado tecnicas de extraccion y
purjficacion de estos componentes, entre las que se tienen la
extraccidn con fencl-agua, eter-agua Y con acido
tricloroacetico {Diaz y cols., 1979; Moreno y cols., 1981;
Fernandez y cols., 1982). Se ha denostrado que la fraccién 5
de la extraccion con fencl-agua contiene el PB y el S$~LPS de
Yersinia enterocolitica serctipo 0e, por lo que en
lnrunedifusion presenta una 1dent1cad rarcial. En geles de
inpunedifusion anadlidos de Nall al 1563 se presents un scgunds
copponente gue da reaccion de identidad con el Poly B de
Brucelia spo. No e <ongcce tien el porgue de los
requerinientos de Nacl, pero se ha visto que las
incunoglobulinas Igsal reaccionan cejor con el antigeno en un
nedio hipertonics (Fernandez y cols., 1882).




E1l estudio de 1las caracteristicas que _presenta el S5-LPS y
Poly B han permitido perfeccionar 1las técnicas serologicas
para el diagndstico de la brucelosis tanto hurana como animal
(cuadre 2), tal es el caso de la tecnica de Inmuno Difusion
Radial (RID) en 1la cual el antigens Poly B es incorporado en
el gel de agarosa gque contiene un 10 % de Clorure de Sodio

y el suerc se anade a los pozos ern el gel {(Jones ¥y cols.,
1980); esta tesnica ha side desarrollada para diferenciar
ganado vacuno infectado del ganado vacuno vacunado ya gue el
antigeno de Poly B preparad de la cepa rugosa de B.
zelitensis 16M asi como de B. pelitensis B-115 precipita con
el suero del ganado infectado pero no con el suero de ganado
vacunade con la cepa de 3B, abortus 19 (Dsmenics y cels.,
1976; Jones y <ols,, 1380; Blasco v cols., 1882). No obstante
este perfeccicnamiento de ics =etodes erpleados en el
diagndstico, el mas sequro sigue siends el aislamiento del
agente etioldgico, lo cual puede efectuarse de exudads
vaginal y/o leche de hembras gue han abortado. Tambien se
regomiends el cultive a partir de placentas y rnenbranas
fetales, especialmente de contenido estonacal del fere,
(Alton y cols,, 197%: Flores, 1968).

Dentro de las pruebas serclogicas a las cuales se puede
recurrir (cuadro 2) ¥ que con Fayer frecuencia Y
confiabilidad se empiea es 1la de Fijacion de Complerento:
(Waghela y cols., 1980) esta prueba es altacente especf{fica y
mas sensible gque otras, su principal ventaja es la de poder
identificar anirmales negativos aun <trancurrides seis meses
despues de la vacuna Rev-1l: los titulos 1:10 de sueros de
ovinos y caprinos per esta tecnica se registraran como
sospechosos nientras que los titulos de 1:20 © was seran
positives (Waghela, 1976; Diaz y ¢ols., 197%; Del Rio vy
Tols., 19B4: Flores, 1%66).

A pesar de ser una prueba exacta v la de mayer use, han sido

evidentes varios inconvenientes: primere, esta prueba ne
diferencia animales infectades de animales recientenente

vacunados: segundc, dicha prueba esta sujeta a reacciosnes
anticomplementarias y de prozona, las cuales ocurren como un
resultado de blogueo de las inmunoglobulinas IgG2 hacia las
inmunoglebulinas del tipo IgGl e Ig¥; tercero, la prueba por
5i misma esta supeditada a una gran variabilidad en
resultados, dependiendo de diterencias wenores on lp tecnicas
cuarto, falla en identificar al animal con infeccion latente
lo que causa una recrudescencia de la brucelosis en zonas

que se creian libres Ze esta enfermedad (Sutherlaned, 1380C}).
Sin embargo, existen perspectivas de centrol y prevencicen de
la brucelcsis en ovincs vy caprinos coms el desarrolllo de
vacunas tales como H-38 con adyuvante, S-1% y la wvacuna viva
atenuada de B, rpelitensis Rev-3l, la cual es altarente
inzunogenica vy la ras empleada en la actualidad para 1la
prevencidn de la enfermedad en cabras vy borregcs {Kglar,
1384), pué€s produce una inmunidad de aproxinradamente cuatro y



medio anos (Brinley, 1970; FAOQ/OMS, 1970; Schuring, 1982).
las dosis de vacunacicn con Rev-1l en cabras scon variables,
las recomendaciones originales eran inocular animales jovenes
para reducir la persistengia de anticuerpos postvacunales y
evitar asi la vacunacion de los adultos, particularmente
agquellos gue estan prehades o son seropositives, Se
recomendaban dosis de 1 a 3 X 10°% organiszos vives, aungue
se ha vistc gque se obtiene proteccion similar con dosis de
1/100 © 171000 de la dosis original (Keolar, 1984}). Alton
{1570), encontro gque a desis de 5 X 10°4 celulas vivas en
anircales adultos, mininiza el riesgo de aborte y excrecion
causada por la vacuna; sin enbargs. si recomienda una dosis
mayor (7 X 108 o 3 X 10-°3 eelulas wvivas) en animales
jovenes.,

Las carzcteristicas principales dé la wvacuna Rev-1 Segun
Alton (197¢% y 1967) Yy ¥olar (1%54), se resuzsen de la
siguiente manera:

a) La vacuna Rev-1l @5 una vacuna viva atenuada V¥
altamente inzunegenica preparada a partir de la cepa
Rev-1 de B. melitensis. ,

p) Las reaccics ales o generales despues de la
incculacion son pocas y las cabras prenadas podrian
ocasionalmente abkortar si se utilica una dosis u‘
de vacuna por leo gue na se recomienda una
revacunacion

c) Ocasicnalmente se excretan los erganismes de la
vacuna en leche de cabras por un corto tie=pc
despues de la vacunacion.

d) La cepa es segura y estable, no se incrementa su
virulencia.

e) La cepa de Rev-1 es patogenica para el horbre si se
inocula parenteralmente.

ce la produccion de anticuerpos V

n dermica es de aproximadamente de

os zasss, los anticuerpas pueden

a 12 meses.

£} La vacunacion i
la sensibilizacio
2 a 4 rmeses. En po
persistir zas de 8

g) La vacunacion en rebanos infectados con Brucella,
trae consigo una reduccion significativa del nurero
de abortes causados por brucelosis, Yy un
decreciriento del numere de excreciones de
microorganistos en leche o por vagina.

k) En ia rutina se race dan dosis ds R
1 %X 10°% organiswncs viakles en un vol 2
=1 inyectados subcitaneanmente.



i) La vacuna se recomienda a animales de 3 a 8 meses de
edad.
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CUADRO 2

o o

PRUEBA SEROLOGICA  ABREVIACION
e e % 2 0 o e A e i i e e 0 B
Rasa de Bengala RBPT
Seroaglutinaci&n SAT

Anillo en leche MRT
Fijacion de Com- “Fe

plomento .

Intradermica ipT

CARACTERISTICAS

Prueka de aglutinacién
detecta Ac.IgM de
rmanera mas eficaz.

Detecta Ac. IgM,
aungue se nan
fenorenos de prozona
en muesatras coh titule
elevado

Identifica AL, contra
Bruzella en la leche
del tipo IgM, IgG
igh.

C prueba mas enpleada en
la actualidad, detec-
ta Ac del tipo IgGl
ras efectivazente gua
los del tipo IgM

mide el efecto de
hipersensibilidad
cutanea, ¥y alcanza un
rmaxino de intensidad
despues de 24-48 hrs.




© OBJETIVOS

Probar dos metodos distintos de extraccion para el
antigeno Poly B, con dos cepas de Brucella pmelitensis y
una cepa de Brucella abortus, con el fin de seleccionar
aguella en ia cual se obtenga wmayor rendimiento vy
especificidad para la pruebz de Doble Difusion.

Correlacionar las tecnicas de Tarjeta abortus, Tarjeta
melitensis y Doble Difusion (utiiizando antigenc de Poly
B en esta ulcima) con la tecnica de Fijacion de
Coxzplermento, para el diagnostico de brucelosis en
caprings.

terminar si es posible diferenciar animales vacunados
de animales infectades mediante la técnica de bDoble
Difusicon con el antigens de Pely B.

10



MATERIALES ¥ EQUIPO -

I.~ REACTIVOS BIOLOGICOS

Cepa de B. pelitensis B-115, obtenida del cepario . de SARH
Tecamac, tdo. de Mex. . L

Cepa de B. xmelitensis 16M, obtenida del cepario de SARH-
Tecamac, Edo. de Mex.

Cepa de B. abortus %935, donada por la Escuela Kacional de
Ciencias Biclégicas del IPN,

Antisuvercs A y M Weybridge Lab., de SARHM Tecamac, Edo. de

Mex.
Lipepolisacaride de B. aborzus y Salmonella spp, donade
por la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del IPN.

Paguete celular de B, abortus cepa 1119-3 de Pronavive.

Paguete celuliar de 2 melitensgis 16, donadoe por el
laborazoric de Brucelosi el Instituto de Enfermedades
A

Tropictales. S§.8.¢

£

Hezaties de carners, obtenidoss en les laboratories  de
SARH Tecamac, Edo. de Mex.

Hezolisina, obtenida en los laboratorios de SARH Tecanac,
Ede. de Mex.

Corplements de cobayo, cbtenide en los laboratorios de
SARH Tecamac, Edo. de Mex.

BEACTIVOS QUIMILCS Y 3CILUTIONES

Agar scya tripticasa

Agar papa con suero .
Infusidn cerebro-corardn (BSHI)
Extractc de levadura

Agar de Bordent-Gengsu
Agaresa

Cristal viocleta

Clorurs de sedio

Eransl

Azido sulfurico Q.5. R R
Solucion salina fisiolbgica {$.S8.F.}

i1



Fenol

Agua destilada

Agua desionizada

Acido tricloroacetico 0.05M

Tris-salino pH 7.0

Estandar de glucosa 0.1 mg/ml

Sulfato de cobre pentahidratado 0.5% en citrnto de sodio
al 1%

Reactive de Folin

Albuzina bovina 8.3 mg/ml

Carbonato de sadio al 2% en hidroxido de sodlo D.lN

III.- CRISTALERTIA

Cajas petri de S0 mn de diametro
Perlas de vidric

Botellas Roux

Tubos con tapon de resca 20 X 140
Tubos de vidrieo 12 X 75

Placa de vidrioe

IV.~ EQUIPRS

Estufa a 17 C con atposfera de €02 Blue M
Agitader —aqnet1”0

Centrifuga refrigerada

Espectrofo:ome:ro Bausch and Lomb -

Poareta filetro -‘1119ore con membrana de 0.65
Tubc para dializar PM 13800

Pipeta automatica de 0.25

i2



METODOS

El numero total de sueros estudiados fue de 369, de los
cuales 73 fueron de animales vacunadeos vy 296 de no vacunados.
Los sueros provenian de los sigquientes estados: San Luis
Potosi, Coahuila y Chihuahua,

La historia clinica de los anirmales de San Luis Potosi y
Coahuila, solo sefala una alimentacicn can alfalfa,
concentrado y cascarilla de algaddn: sus signos clinicos
fueron: disminucion en la produccion, aborto y emaciacicn.
Con respecto a los animales de <Chihuahua, solo senala que
estos estaban mezclados con ganade vacuno, presentando
tambien abortos y baja en la produccion.

Los animales vacunados eran adultos, s¢  irplemento una
revacunacion y los problemas de abortc se presentaren 51 dias
después de la revacunacion.

Una azmpolleta de B. nelitensis B-11% liofilizada se
recoenstituyo con 0. 5 ml de S. 5.F., se sembro en agar papa con
suero v agar soya tripticaseina con 0.5% de | extracto de
levadura; se incubo 48 nrs a 37 °C vy en una armosfera de S a
10% de CO2; al termino de la incubacion se realizarcn pruebas
de pureza {frotis para Granm y b¢oqu1:1-a coxzpleta).

Para la purificacion de la B. pelitensis 16M v B. abortus, se
siguio e} misnmo procedimientec anterior, sexhbrandc tacbien en
caldo BHI.

vo de P, pelitensis B-115 100 =nml de
na con 0.5% de extracts de levadura e
7°C: con este inocule se estandzarizo el

de acuerdo al wretodo nefelometrico
10 como optims. De ahi se procedis a
conteniendo agar soya tripticaseina con

Inocular con un culti
calde so,a tripticas
incubar 45-72 hrs a
contenido de bacteri
considerando el =
sexbrar botellas

0.5% de extracto de levadura mas cristal violeta 1:1000 ¢00,
a razen de 10 =1 de cultive por botella, Incubar a 37 € en
tomosfera de 5 a 10% de CoI.

Tl crecimiento obtenidc se cosech salina y con
ayuda de perlas de wvidr.ic. 3 recupera por

centrifugacicn a 8080 rpr por 3C

La obtencion de bilooasa para B

395 se desarrolla de igual wanera gue

1=



OBTENCION DEL ANTIGENO 1LY B

TECNICA TRIS-FENOL

Con 15 ml de S.S.F. se cosechan las ceélulas y se les anade 2%
de fenol dejando reposar dos dias. Lavar con 5 volumenes de
tris-salino eliminandoc el scbrenadante y anadiendo al paguete
celular buffer tris-salino para dejar reposar a 4 C por
espacio de dos sermanas.

Al cabo da este tiempo agitar 30 min. a 4 C y centrifugar a
8000 rpmsioming4 €, eliminar el paguete celular y anadir §
volupmenes de etanol frio al sobrenadante; refrigerar 24 hrs ¥
centrifugar basec las wismas condiciones anteriores para
sedimentar el precipitade nebulosc blanco. El sobrenadante se
elizmina mientras el pagquete <celular se disuelve en buffer
tris-salino sin fenol.

Dializar contra el mismo buffer y anadir despues un voluzen
igual de fenol al 95% agitandoc continuamente a temperatura
arbiente por una hora; centrifugar baje las mismas
condiciones anteriocres, elirinar el paquete celular y agregar
a la fase acuosa cinco voluzmenes de etansl. Guardar 24 hrs. 2
4 C v centrifugar otra vez elirinands el sobrenadante
nientras gue el paguete celular se disuelve en 1% de 5.5.7. v
se dializa contra S.S.F. psr Zihrs.

Centrifugar 1Rr/8000 rpm, + ©
del sobrenadante vy desechar 1

O

igeno Poly B

4
a o 12
mas, Ver diagraxma de flujo.

IE
]

Los microerganismos se  cosechan con 1§zl de 5.5.F.: sen
centrifugados a 8000 rpm, 30 min. a & ¢, el sobrenadante se
desecha mientras gue el paguete celujar se lava 3 veces <on
NaCl 0.13M y es resuspendiic 2 rarcn de 28 gr  Je celulas por
100 =l de agua desicnizada adicicnando un volurwen igual al
final de acide triclercacetics 0.5M,

Todo Se =antiene en refrigeracicn con agitacion por 18 hrs.:
centrifugando nuevazmente bhajs las ziscas condiciones
anteriores, elirpinando el paguete cel ular v ajustando el pH

del sobrenadante a 6.5 con KadH al i%. afadir 5 volumenes de
etancl frio y mantener en refrigeracion par 24 hrs,
Centrifugar bajc condiciones anteriores nuevazmente, eliminay
el s=obrenadante, y el precipitado (Poly B), resuspenderlo en
agua desionizada vy dialicar contr2 eila misma por 5 dias:
filtrar atraves de un filtro z:llipore de (.85 . terminar
carbohidratos y proteinas. Ver diagrama de fiuio

=
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DETEAINRAZICH DE CARBOHIDRATOS
METODQ DE DUBQIS
FUNDAMENTO
Las azucares simples, zligosacaridos, polisacaridos
y sus derivados, incluyendes. los nmetil &teres con grupos

u
reductores libres ¢ potencialmente limres, dan color
anaranjado-amarille cuando son ratades cen  fencl y  acide

-
t4

sulfurica concentrado. La reaccien es sensible y el coler es
estable. Por el usg da esta reaccion co fenol-acide
sulfdrice, ha sido desarrollade un petodo para determinar
submicrecantidades de azucares v substancias relacionadas. En
conjuncicn con el metcde de cromitografia en papel por
particion es uril! para la deterninacion de la compesicion de
pclisacarides y sus metil derivadss.

tube al de std. cong. en #Hid Jdest. fenel H1SG4 f
o, ml ™l 3t =1
3 .060 g.0 1.080 2 =
2 0.115 1.5 2.529 b 3
3 ©.380 iz, 0 2.650 i 5
4 @.525 52.5 0.475 i N
5 .700 0.0 2.300 M 3
& C.875 57,8 G.125 1 5
v 7 1.000 100,90 3.000 1 >
i
___________________________________________ - ——
¥etodo
) . ]
Poner primero la rnuestra, despues el fenel v

hermegeneizar, adicionar por ulting el icido sulfdrico
dejéndolo gotear lentamente agitando el tubo. :

Dajar reposar 15 hin. a tenperatura ambiente,

Leer en #spectirofdtomelyd 2 480 n™ para pentosas ¥y 488 np
para hexesas. P

»e
o



DETERMINACION DE PROTEINAS
METQDC DE LOWRY

Fundamento

2 n .
a) Reaccion del cobre en nedio alcalino con la protefna
b) La reduccicn del reactive de Folin (acido fosfomslibdico-
acide fosfotungstico) por las proteinas tratadas con el
cobre.

Preparacion de reactivos

Reactive

A: Solucicpn de Na2C03 al 2% en NaOH 0.1N
Reactive B:

Solucien de CuS04 SKHIO al G.5% en citrate de

sodio al 1%

Reactivo ¢: Mezclar 1 ml del reactivo B en 50 ol del reactive

A

Reactive de Folin diluido 1:3 con agua destilada
= d& proteina: Sclucion de albumina bovina 0.5
=g/=1 en solucion A.

[
Reactive D
Salucion =

o e e B e e R P +
CURVA TI DE ALBUMINA 0.5 pa/pl}
tubo sol. tipo reactivoa reactivol reactivoD
proteina (ml) {zl) {ml) {rl)
1 0.1 0.4 B.0 - 0.5
2 0.2 - 0.3 5.0- 0.5
3 0.3 . 0.2 5.0 ;0.5
4 0.3 0.1 5.0 0.5
5 0.5 6.0 5.0 0.5
[ 0.5 0.5 - 5.0 0.5
HETODD

T 'Z'ARadir hasta el reactive ¢
- Guardar en obscuridad 15 min.
- Reposar 10 nmin., leer en espectrofétometro a 660 nn

18



TITULACION DEL ANTIGENQ -

Cada uno de los antigenos de Poly B obtenido se titulo con
dos suercs centroles positives ¥ dos suercs controles
negatives, en dilucicnes de 1:2, 1:4, 1:8, vy 1:16, en gel
para doble difusion, con el £in de determinar 1a
concentracifén optima de antigens Pely B.

PRUEBAS DE PUREZA AL ANTIGENS

Se corren pruebas de purerza con antisueros especificos anti-a
y anti~-M. Asinisro, se efectua una doble difusion entre los
distintos antigencs obtenidcs y lipepolisacarides de B.
abortus y Salmenella spp, para observar si  los antigenos
centienen el lipopolisacarido presente. ’

A partir de estas pruekas, se procedic a ensayar con 1os 369

tir
suexros de cabras recclectados en distintos estados de la
Repiblica Mexjcarna; estes se sarararon por grupos de
vacunados )y no vacunados. Ademas se toro como referencia para
demostrar roia de gnricuerpos circulantes, la prueba

Esta prueba se desarrclic en los laboratories de SARH,
Tecamac, Edo. de HMex., en colabeoracicn coan el Dr, Villa
Sandoval v de acuerdec a la monografia "Las tecpicas de
Laberatorio en la Brucelssis” por alten vy cols,, 187,
siguiendo la tecpica de Fijacion de Complenmanto en caliente
para microvolumenes,

n
1]
fd
ey
{12}
2

4]
)
-
e
L
{1
&1
=Y

Procediniento: Agregar 0.25 de suero caprino y 0.25 de
antigeno Resa de Bengala de B. aborcus cepa 111-3 a
tenperatura anbiente, sobre una placa de vidrio; mezclar en
forma circular cen aplicadores de madera durante 45 segundoes

para hopogeneizarie. S5i hay aglutinacion innediatamente o
durante los prirercs tres minutoes, se considerara et
positive dicho suero, si no 25L4tina  se reporta cono
negativo.



PRUEBA DE TARJETA CON B. pelitensis

Repetir el procedimiento anterior, utilizande antigeno de
Rosa de Bengala de B. melitensis 164 donada  por el
laboratorio de Brucelosis del Instituto de Enfermedades
Tropicales, S.5.A.

TRUEBM DE DOBLE DIFUSICN (DD)

Disolver 10 gr de cloruro de sodic en 100 ml d2 buffer de
glicina 0.1 pH 6.6 con esta solucion se sclubiliza la
agarosa 0.8% con calor humedo durante 10 min, a 51b de
presion.

vVaciar 6 ml en cajas patri de 50 rmm de diametro, y una ve:z
solidificadc hacer pozcs con  ayuda de un  patron, coms 1o
puestra la fig.2. La distancia enire los poros es de )} cpE.

En el poro  central celocar 20 del antigens Poly B en
gitucidn ﬂ%tina ensentrada  previazmente en la titulacidn del
mismo; en los PO2CSs externos coiocer tanrlien D de cada uno
de los suercs problema, vy sueros conirol positivo y negativo.
Guardar las calas en una canara hiumeda a ter Cperatura anbiente
y efectuar la lectura de la prueba (danda de precipitacien)

a las 4, 8, ¥ 24 hrs.



SOATENCIDN DEL ANTIGENG POLY B
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EXTRACCION DE ANTISENS #OLY B
TTECNGA DEL ATIDO wa:unoa:smccj

COSECHAR CELULAS CON 5.5 7
CENTRIRIGAR A BOOQ rpm. Somin.
v

SOBRENADANTE PAQUETE CELULAR
EUMINAR LAVAR 3 VECES CON Nalt tim,
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P ANTIGENO POLY B
- SUERQ CONTROL +
* SUERO CONTROL —
¢ SUERD PROBLEMA

QOWis

FIG.2 ESOUEMA DE DOBLE DIFUSION CON ANTIGENO POLY B



RESULTADOS

La biomasa obtenida para cada cepa de Brucella, en dos series
de cultivoes (llamados para efectos de distincion cultivo A Y
cultivo B} consecutivos, excepto Brucella abortus 995 fue:

. A B
B. melitensis B115 195 g. 60 g.
B. melitensis 16M 326 g. 5 g.
B. abortus $55 137 g. ——

las muestras de B. pelitensis 16¥ y B, abortus probadas con
los sueros moncespecificos anti-a Yy anti-M mostraron
positividad al inicico de cada tecnica exceptc B. zelitensis
B-115, una vez concluida la extraccion del antigeno Poly B
ambas se manifestaron negativas,

El volupen y rendimiento de Poly B extraido de cada una de
las muestras de  Brucella Yy con las técnicas de tris-fenol y
acide triclorocacetice (T.C.A.) se observa en los cuadros 3,

4 y 5. Asizmisms la conposicion quimica del antigeno Pely B en
cuanto a contenido de carbohidratos vy proteinas se reportan
en el cuadre 6.

e e e == —— +
Volumen obtenido de las distintas cepas
Tecnica
Brucella Tris-fenol T.C.A.
(r}) {ml)

nelitensis 5.0 . 7.5
B-118 . .

pelitensig 20,0 0.5
16M

abortus 4,8 B
895

* Esta prueba no se efectuo.

- ———— —————— "




+

Cuadro 4

+

Rendimiento de Poly B (g) por cada 100 g. de biomasa
humeda
tris-fenol T.C.A.
B-115 0.546 0.5
16 M 2.6 2.0
995 0.295 .. . :
cuadro 5
B e L R - - —
Rendiziento de Pely B en g por cada =l de soluciﬁn"
Brucella tris-fenol T T.c.AL
B-115 0.213 C0.04:
16 M 0.125 b.20 0
995 0.09 -
| S eenn
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Cuadro .6

tmm—mo - - - +
Composicion quimica del Antigeno Poly B I
+ ' ' +
Antigano oo concentracion © " Rrelacion
Poly B Proteinas carbohidrates prot:chos
: : : 0 ghmlc : : : :
+m- - +
B-115 = .021 .355 1:16.90 I
t 16 ¥ .03 .680 : 1:18.89 ‘
+ - - ————— - -——
abortus .060 «545 i:6.81 -‘

- A E G E e E e mE e Ew e — e ——————————

En la titulacidn del antigeno Poly B, realizada con la
técnica de doble difusidn, se observe gque la dilucion optima
para efectuar esta prueba era de 1:4.

Dentro de las pruebas de pureza a los distintos antigenas de
Poly B extraidos, sa observo que todos ellos fuerdn negativos
en lo referente al contenids de LFS para B. abortus vy
Saimonella spp. por el metodo de doble difusich, nientras que
el control positivo mostro una banda de precipitacion con
estos antigenss, exceptuande para el antigence extraido de B.

zelitensis ﬁ—l:S.

Se estudia T un de 369 suercs de cabras gue procedian
de anizales wvacu 3) ¥ no Vacu“a;os {296). Los
resultados obten ia prueba de n del Complexnento
fueron tonados © tro de con derido a gue es
la prueha rececno r la maysria de 105 autores, como la
que mejor ceorrel n infeccicn en el animal. -
Dentreo de los a vacunades, 44 dieron un titulo
negativo, =mientr s 2% restantes fuercn positives

a la prueba de de complezmento. Cen la prueba de
tarjeta aborrtus, ada a estos animales ge encontro gue
3Q meostraron pu3‘~a liz : L gue en tarieta melitensis;
no asi en doble 2 s tuvieron 28 suercs
positives ¥y 45 nes: tuede cbservar en el cuadro

7.

Al respecto de 1los animales no vacunades, de un total de 256

sueros, s5e enccnhiTo gue 229 fueron negatzvcs y 67 presentaron

titulos de positividad para ia pruelb de fijacion de
mplemente. En tarjeta abortus se ﬂbtuvxercﬂ 17% susros



negAtivos y 117 positivos y para tarjeta melitensis se
encontraron 236 suaros negatives y 60 positivos (cuadro.8).

Cuadro 7

Resultados obtenidos en sueros de animales vacunados con
las distintas pruebas serologicas enmpleadas.

VHCUNADOS
(73 ANIMALES)
Fijacién Tarjeta Tarjeta Doble Djifusion
Conmplemento abortus melitensis con Poly B
+ - + - + - + -
29 44_ 30 43 3o 43 - 28 45
Cuadro 8
+- R

Resultados obtenidcs en ‘sueros de animales ne vacunados
; ‘con las distintas pruebas serologicas.

" No vﬁéumbos
(296 ANIMALES)

Fijacidn Tarjeta Tarjeta - poble Difusion
Complemento abortus melitensis con Poly B

+ - e

67 229 117 179 60 236 63 233

-—— —+

Los cuadros ¢ ¥y 10  muestran ' los resultados obtenidos
cenparandolos con cada prueba en arnbos bloques de animales.

Con el fin de comprobar si las proporciones en los resultados
son iguales y la compatibilidad de frecuencias observadas ¥y
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esperadas, se realizd el analisis estadistico con la prueba
de X*2 (xi cuadrada} y la prueba de independencia mostrando
una homogeneidad de frecuencias no significativas en 1los
animales vacunados no asi en los anieales no vacunados. De
tal forma gue para mostrar la diferencia estadistica entre
las pruebas se efectuo un agrupaniente de los resultados
obtenidos, en animales vacunados {cuadro 11) donde no se
observo diferencia estadisticanente significativa. Por el
contrarie, cuando agrupancs los resultados de los animales no
vacunados {cuadrc 12) se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en especial con las pruebas
de F.C. la cual detecta 26 sueros positivos nas que D.D, y
T.A. que detecta 52 sueros positivos que en D.D., no se
detectaron.

Cuadro 9
o e m e —— . ————————
Comparacion de resultados por prueba
VACUNADDOS
Fijacion Tarjeta Tarjeta Doble Difusion total
Complemento abortus melitensis con Poly B sueros
+ + + + 24
+ + + - 1
+ + - - )
- + + + 1
- - + + 3
- - ‘- - 1
- - - - 39

+
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Cuadro 10

t————

Fijacion ¢/

Doble Difusidn
Tarjeta Abortus
Doble Difusidn

Tarjeta melitensis

Doble Difusicn

VACUNADOS

§ positivas

4 positivas no

S positivas no

3 positivas no

2 positivas no

¢ pruebas no detaectadas per T.M.

no detectadas per D.D.
detectadas por F.C.
detectadas por D.D.
detectadas por T.A.

detectadas por D.D.

e e i e o e 3
Comparacion de resultados por prueba
HO VACUNADOS
Fijacion Tarjata Tarjeta Doble Difusion  total
Complemento abortus melitensis con Poly B sueros
+ + + + 39 V
+ + - - 1l
+ + - - 25
+ + - + 4 -
- + + - -5
- + - - ‘21
- + - B ,,5L;"
- - < - ige -
Cuadro 11

o s o )

Agrupacion de resultados obtenidos mostrando diferencias
entre las pruebkas efectuadas

B T e — e e e e e e U R R R e +
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Cuadro 12

+

—————————————— - e ———————————————————— ———————

Agrupacl&n de resultados obtenidos mostrando diferencias
entre las pruebas efectuadas
Ng VYAgcUNADOS
B e e e e e R e e +
Fijacion C* 26 positivas no detectadas por D.D.
Poble Difusion S positivas no detectadas por F.C.
Tarjeta abortus 52 positivas no detectadns por B.D. |
Doble difusion 0 pruebas no detectadas por T.A.
|Tarjeta Melitensis ’E'paéié&;;'S;'S;Z;;;&;;';;?B?5?""
+Dob1e Difusion 4 positivas no detectadas por T.M.

28



DISCUSION

En el presente estudio observamos una marcada diferencia en
la cantidad de biomasa obtenida entre los cultives de una
cepa, esto posiblemente debido a gue el crecimiento fue lento
en el medio de cultivo, lo que permitio que en algunos casos
se desarrollaran otros microorganismos no deseados,
ocasionando una variacion importante en la cosecha de
biomasa. En el cultivo A de B. melitensis B-115 se obtuvieron
195 g de biomasa (paguete humedo}, mientras que en el cultivo
de B. melitensis 16 M se cosecho 3269 de paquete; esto
posiblemente fue debido a gque el crecimiento de la cepa 16 M
fue mas adecuado en el medio de cultivo utilizado y las
condiciones empleadas.

La tecnica de tris fenol empleada para obtener el Poly B fue
la informada por R. Diaz y cols., (1981} con cilertas
modificaciones, y con la cual se obtuvieron resultados
similares a los reportados por Leong y col. (1970), Moreno y
col. (1979) y Diaz y col.(1981). Asimismo se extrajo el
antigeno de Poly B con la tecnica de TCA descrita por R.

Diaz y cols.(197%), Jones y cols. (1980), Fernandez ¥y cols.
(1982), Cortes y cols. (1987). De acuerdo a Diaz y cols.
(1979 y 1981), y con Jones y cols. (1980), se tiene un
rendimiento del 0.4 a 0.5 % de Poly B por la tecnica de TCA
para Brucella melitensis B-115, en tanto que Cortes M. (1987)
reporta que a partir de 1 g de paguete celular humedo obtiene
un promedio de 0.0747 g/ml de Poly B equivalente al mismo
porcentaje reportado anteriormente y similar tambien al
obtenido en este experimento con la misma cepa (0.0400 g/ml)
(cuadro 5), Cortes M. (1987) reporta un vrendimiento promedio
para la cepa de B. melitensis 16M de 0.236 gr/ml mientras que
el obtenido aqui, fue de 0.20 g/ml, un rendimiento igual por
la diferencia tan peguena que se presento. Para la cepa de B.
melitensis 16 M, Diaz y cols., (1981) informan un rendimiento
de 5% en la primera precipitacidn y de 1.5 % en la segunda
precipitacidn, esto es casi tres veces mas de lo obtenido con
la cepa rugosa de Brucella melitensis B-115, nuestros
resultados fueron de 0.425 g/ml en B.melitensis 16M y de
0.213 g/ml para B. melitensis B~115 concordando con los
autores mencionados. Con respecto a B, abortus 995 con la
tecnica de tris-fenol no se ,tiene un “dato reportado y con la
tecnica de TCA no se efeccuo, aungue Jones y cols.{1980Q)
informan que en la extraccidén de Poly B en B. abortus 19R o
45/20 y B. canis con TCA no se obtuvieren resultados
positives.

Con la cantidad de mlcroorganlsno empleada (B-115:195 gr;
16M:326 gr) se tiene un rendimiento aparentemente
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pequeno, sin embarge no es asi, sobre todo con la tecnica de
tris-fenol, la cual mostro un rendimiento mayor para ambas
cepas:! Brucella melitensis B-115 (0.213 g/ml) y B, melitensis
16M (0.425 g/ml), ademas se debe tormar en cuenta que la
cantidad a utilizar en Doble Difusion es nuy peguena (30 mcl})
Y esta nmuestra se dilu)o en razon de i:4,pudiendose probar
sirultaneamente cinco sueros de animales. R. Diar y ceols,
(1981), inforzan gue con el Poly 5 obtenido de 35 gr de
celulas secas de B. celitensis 16 M, teoricarente se pueden
estudiar 52,500 sueros, en contraste con leos 875 que se
estudiarian con el Poly B extraids de B. melitensis B-115
pero trabajar con la B-115 es ras seguro.

L2 prueba de pureza con los antisuercs A ¥ M nos brinda un
buen resultado ya que de acuerdo a: Moreno Yy cols. (1979 y
1981); Dia: y cols, ([1568,157¢ y 1) Fernandez y cols.
{1982 leong y cols. (1970} ; Brinley {1570}, estos antigenos
es_an presentes en las cepas de B. melitensis 16M y B.
abortus, no asi en la cepa rugesa de B. melitensis B- ~115.
Teniendo en cuenta lo anterior, era de esperar resultados
positivos en les extractos de las cepas 16M y 995 antes de la
purificacion y una ausencia de ellos despues de efectuada la
purificacicn, lo coual indica tanbien la carencia de
lipopolisacaride, ya gue estos compenentes antigenices A y M
se encuentran en el corplejo lipopclisacarido, Diaz y cols.
{(1968), de arbas bacterias scle gque en d1s.1n;a prepcrc1on.
pues se ha vistc gue la cepa lisa de 8, melitersis contiene
mas aglutinogencs M mientras gue la cepa de B. abortus posee
mas aglutinogenes A. Diaz y ¢ols. (1568) ¥, Brinley (1970).

Los resultades ortesnidos en deble difusicn con 105 distintes
antigenos de poly 3 purificades y los liporeclisacarides de B.
abortus y Salmconella spp estan de acuverdo cen lo inforrads
por Diaz y cecls. (1§739), va gue fuercn negatives er la prueba
de purera, wmientras gue amtes lipopolisacaridos mostrarcn una
linea de identidad parcial. Estes resultados confirman los

reportes previos de lecng y cols. (157¢), Moreno y cols.
(157¢9) y DPiaz y cols. (1974), guieres han demostrado gue B.
nelitensis 16M y akcrtus spp junto con entercbacterias
como Yersinia en celitica serotirpe 0%, Salmonella spp vy
Escherichia c01* een varias propiedades estructurales y

biclegicas en cozun.

El extracto de melitensis B-11£ por carecer de
lipopolisacarids resuito negativo an cuanto al contenido de
antigenos & y M tal vy como lo descriten Diaz y cols. (1979)
Moreno y colis. {1%81), y Fernander y cols. [ 1982): en
nuestro trabajo se efectud la prueba de pureza en doble
difusion con los lipopolisacarides de B. abortus v Salnonella
spp obteniendose resultados neczativos, 1o cual era de
esperarse por lo descrito antericrmente.

Para determinar la concentracicn optiza de Pely B en doble
difusién, se realizo esta con distintas concentraciones de
an:%geno gue wvariaron desde 0.4255/=l hasta 27ccg/ml, siendo
la cptiza de 106.25 nog/=). La concentracion de antigeno que
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Pecoens, s:n onbargs no es asi, sobre todo con la tecnica de
tris-femcl, la cual mostrs un rendimiento mayor para anmbas

: HImowmlla melitensis B-115 (0.213 g/ml) y B. melitensis
I {2,425 gnly, ademas se debe toxzar en cuenta gue la
cantidad 2 ztilirar en Doble Pifusion es ruy pequena {30 1cl)

¥ este moastra se diluyo en razon de 14
simaityneemerte clneo sueros de arinales. B, ﬂxab ¥ ~QIS-
{1383} . i1ofzTman que con el Poiy B ohtenideo de 15 gr de
Ceizlas se de B. melitensis 15 M, tecricarente se pueden
esTodlesr 32,100 sueros, en contraste <on . gue se
esTaliarian Ton el Poly B exiraido de B i

con la 8-113 es mas segu

ureza oon 105 antisuercs A y M nos brinda un

2 ya que de acuerde a: Mcrens y cols. {1976 v

cols. (1865,1874 v 1831); Ferpnandez y cols.
{IBEDY 7 e ley {(1870), estss antigencs

y cols. {1378): B
de

SFTPE TTEsKeTTES en las cepas d

EmOTILS, T a3i en la cepa Tugosa & ,
Ta—ramic e Toenta lo an:e**o*, era de esp resultados
: los extractos de las cepas 1¢ 3958 antes de la
2 una ausencia de ellics despues de efectuada la
lo cual indiza tanbien la carencia de
va gue estog Ccnponentes aﬂtl,enxccs A Y M
=ﬁ el co:ple,c lipopalisacarids, Diaz y cols.
as bacterias so‘c gue en :st;nta proporcion,

ras gue la Cepa <& g; Tortus £osce

os A. J'a’ ¥y cois. (1968) v, rinley {(1970).

obtenidos en deble difusion con los distintes

‘) B purificades y les lipopolisacarides de B.
n 1o infermado

(1]
()

nella spp estan de acuerds
s, (197%), va gue fueron negativos en la prueba
tras gue anbcc lipepelisacaridos mostraron un
ad parcial., Estos resultados confirman los
de Leong y Cols. (157G), Morerc y cols.
olr. (3974), quienes han demostrado que B.
E. abgrtus spp junto <on entercbacterias
e it Je‘::;;: ¢a, Sa2lronella spp Vv
P ades es crturales ¥y
14
e
cntenido de
sl z_ cls. (1979)
1951) s. ( 2): en
-2 se efectuc la prucba d pure:a n doble
os lipeopelisacaridos de B. abortus y Saloeonella
se resultados negativos, lo cual era de

2o descritc anteriorrente.
T la concentraction optima de Poly B en deoble
:alizo esta con distintas concentracicnes de

5T zriaren desde 0,425g9/=1 hasta ﬂ?mcg/wl siendo
Ia smeivz oz L36.25 meg/ml. La concentracion de antigeno que
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menos un ano despues de la vacunacion y ne es posible
diferenciar la enfermedad, de la vacunacicon y el diagnostico
serologico de un animal llega a ser dificil sino imposible
{Alton,1587}).

Todo lo anterior contrlbuyo a que los animales estudiados en
este grupo presentaran respuestas serologicas semejantes
{(cuadro 7 y cuadro 9) tanto en las pruebas de aglutinacion
como en Fijacion de Complemento, por lo que es indistinto el
emplear cualesquiera de estas pruebas en el diagnostico de la
presencia de anticuerpos. Blasco (1582) menciona que la
evolucion post-vacunal en el porciento de reactores positivos
en las pruebas de Fijacion de Complemento e Inmunodifusion
Radial asi como en Doble Difusidn varia cuantitativamente la
cantidad de Poly B a emplear en estas dos ultimas pruebas,
por lo que se hace necesario una estandarizacion del Antigeno
Poly B a usar.

En el cuadro 8 se muestran todos los resultados cobtenidos con
cada una de las pruebas serologicas realizadas a los animales
no vacunados. Agui se aprecia gue el nuxero de sueros
positivos en cada prueba no difiere significativamente

al igual que en el grupo de anirales vacunados. Sin embargo,
al hacer la agrupacion de datos por pruebas {cuadro 10) se
observa que existe una diferencia de reactores positivos
considerable entre las prueba de Fijacion de Complemento Y

la prueba de Tarjeta para abortus que no son detectadas por
la prueba de Doble Difusidn. Cabe mencionar que el antigeno
empleado en las pruebas de Fijacion de Corplemento y Tarjeta
para abortus fue el antigeno de B, abortus estandarizado y
producido por Pronocbive mientras que en 1as prueba de tarjeta
para nelitensis se empleo el antigeno de B. melitensis 16M
donado por la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del
I.P.N. ¥ en la prueba de Doble Difusion los antigenos
obtenidos por nosotros, es de importancia sefialar gue en
estos dos ultimos casos los antigenos no estaban
estandarizados.

Blasco y cols. (1982) cbtienen una buena correlacion entre
los titulos de Fijacion de Complemento y el numerc de suercs
positivos en Doble Difusion obtenidos de animales neo
vacunados, a 1o2s cuales se les habia aislado la bacteria de
B. pmelitensis biotipo 1 y 3 con anterioridad, menciona
tambien que la prueba de Inmunodifusién Radial puede ser un
gran auxiliar en el diagnostico de infeccion de B. melitensis
en borregos y cabras solo que los problemas que se asocian
son la producuidn del! antigeno en gran escala y su titulacion
seguida de la estandarizacién.

La no estandarizacicn del antigeno Poly B en Doble Difusion y
cepa de B. melitensis en la prueba de tarjeta y Doble
Difusifn no permite conocer la cantidad exacta de antigeno y
mxcroérganxsmo en un volumen dado y por lo tanto la respuesta
asi obtenida en el resultado de estas pruebas no es confiable
y si muy dispersa.
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Por otro lado, Waghela {1978) reporta que la prueba de
Fijacion de Complemento es la unica capaz de detectar
anticuerpos en todos los animales infectados a traves de un
periodo de 304 dias.

Debido a gque los animales vacunados con Rev-1 como los
infectados presentan anticuerpos circulantes detectables por
Fijacion de Complemento y pruebas de aglutinacion en un
periodo de casi un ano {Waghela, 157S; Blasco y cols.,b1982;
Alton y cels., 1967) no fue posible diferenciar en este
estudic a los animales vacunados de los animales infectados.
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CONCLUSIONES

~ El mayor rendimiento de Poly B se obtuvo a partir de 1la
cepa lisa 16M y con la tecnica de Tris=-fenol, aunque el
rendimiento obtenido con la tecnica de T.C.A., también
raesulta ser aceptable, sin embargo hay gque tomar en
consideracion la virulencxa de cada cepa, asi como el
manejo dado en la técnica elegida, ya gue un descuide puede
ocasionar infecciones en el personal gue trabaje con ellas.

- El Poly B extraido de cualquiera de estas cepas resulta
adecuado para su empleo en la prueba de Doble Difusion
siempre y cuando se conozca su grado de pureza y se reallce
una estandarizacidn del antigeno.

- El1 costo por cada prueba de Doble Difusidn comparado con
las gue se efectuan en un labeoratoriec particular se
incrementa de un 15 a 16% sin embargo, esta prueba es de
fécil y rapida ejecucién una vez obtenido el Antigeno.

- Todas las pruebas enpleadas detectan anticuerpos
circulantes en cabras, sin embargo debido a la resPuesta
serclégica que se genera cen la infeccién y la vacunacida a
distintas dosis, no fue posible diferenciar animales gque
padezcan la enfermedad y anicales vacunados.
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