UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

Ani
,ﬁ“WFACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES\l (e
CUAUTITLAN

ELABORACION DE DIFERENTES ANTIGENOS
DE BRUCELLA OVIS PARA EL DIAGNOSTICO
SEROLOGICO DE LA BRUCELLOSIS OVINA

T E S 1 S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO  FARMACEUTICO = BIOLOGO
P R E S E N T A
FRANCISCO ALVAREZ LOPEZ

DIRECTOR DE TESIS :
QFB. M2 DE LOURDES ONTIVERQOS CORPUS.

CUAUTITLAN IZCALLI, ESTADO DE MEXICO. /592 -



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



TESIS CON FALLA DE ORIGEN



INDICE DE CUADROS.

Cuadro N2, Pdgina.
7. 7otal de suernos ensayados en Las pauelas de £ifacidn

de complemento, Lrmunodifusién y Coomfls, Reactones -

positivos y negativos., . « v+ 4 4 e e 4 . . 25
2. Andlisis de X* para las pauclas de Lijacién de com-

plemento y Coomls.. v v o« v 4 4 4 . .. 25
3. Andlisis de X° para fas pruclas de fijacidén de com-

plemento e inmunodifusidne + + + « 4+ 2 e« e 4 « 26
4o Andlisis de X* para Las pruebas de Coomls e inmunodi-

Ausidn. .« . 0 . . v e 4 e e e e e . . 26

5., &ficiencia en la comf.inacién de dos pauelas, . . ., . 27



RESUMEN

én el ano de 7887, David Bruce waislé e identificé a La primen facternia

de este géneno, fa Brucelfu melitensis. Desde entonces se hen ido desculniendo

otras especies, hasta completar un grupo de 6, denominadas: Baucelly alorius,

Brucella suis, Brucelfa neotomae, Brucellu canis y Baucella ovis.

De Las 6 Brucellas conoclidas hasta la fecha, lu Brucella neolomae, pane
ce sea fLa dnica factenia que no Liene impontancia en fLos procesos infecciosos o
pon Lo menos no se ha podido estallecen nelacidn, Las demds si tlenen gran dmpoa

tancia. Pon ejemplo: La Brucella afiortus y Lo Baucella suis afecten a fovinos,

caninos, equinos, humanos, ovinos Yy poarcinos, La Baucella melitensis afecta a

Las especies mencionadas exceptuando a fLos equinos. Lo Brucella cenis afecta a

caninod Yy humanos, La Brucella nectomae afecta ¢ fa rata., Adends, se han visto

otrnos animales domésticos y silvestnes, afectados pon Las Baucellas.

Panticulan Lmportancia toma fa Baucella ovis, Lactenia que produce la
epididimitis del caaneno o Baucellosis ovina, enfenmedad que se canacteniza poa
su desannollo patoldgico en el epididimo de Los carneros, a tal grado que fLes
onigina estenifidad. &n menon frecuencia, afecta a Lus ovejus provocdndoles alor
to, placentitis, necimiento de conderos débiles o esternilidad de tipo infeccio-
50,

Para estallecen La infeccidn pon esta baclenia, es necesario: EL diag-
ndstico clinico, pruelas senoldgicas, aisbamiento e ddentificacidn de fu facte-
nda, delido a Las caraclerlsticas de La enfenmedad.

Las prnuelas senolbgicas muestran algunos inconvenientes, tales como:
La presencia de aenticuenpos ".incompletos” en Los carnernos, ganado uacunac{o, paue
Las muy fLoloriosas, alundante matenial parte de este de diflcil adquisicidn y
elaboracidn de antligenos de excelente calidad,
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" Por tal motivo, ef ol jetivo de este tralajo fué fla elalonracién de anti-
genos de Brucella ovis e implementar fa téenica de Coombs, que es especifica pa-

na detectarn anticuenpos ”incompletos”.



I. INTRODUCCION.

BREVES ASPECTOS. DCL GENERD BRUCELLA,

David Bruce fué quién aislé e lidentificd « la Baucella melltensis, pri-

mer factenia de este géneno en conocease, se aisld en ef ano de 1887, del Lazo de
pacientes nuentos de "fielre gdstnica” o "mediterranea®, mds tarde Clamacla "fie-
bre de flalta”., Afecta a Los humanos, Lovinos, caprninos, ovinos y poncinos. Su dis
‘fjulﬁucidrz es mundial e ilnnegulan, siendo mayon en zonas donde se cria ganado ca-
praino, en fa actualidud se conocen 3 fiotipos. (33,68)

Fredenik Bang, en el wio de 1897, aisld e identificéd a la Baucella alor-
tus, de Los fetos bovinos aloatados y de €as memlnanas fetales., Esta lacteria a-
Lecta al humano, equinos, fovinos, capainos, owincs y caninos, Su distrilucidn en
el mundo es amplia, En fu actualidad se conocen 9 Liotipos. (5,39)

dacol. Trawn, en el aio de 1914, aiséd e identificd a la Baucella suis,
de felos poncinos alortados. Eata Lacteria afecia al humano, equinos, ponrcinos,
caprinos; Qovinos, owinos, caninos y aves. Se encuentre innegularmente distnilui-
da en el mundo. En fu actualidad se conocen 4 Liotipos. (68)

La Brucella neolomae fué aislada en el ario de 7957, a partin de fLa rata

del desiento Neotoma Lepida. Ain no se estallece la importancia de esta facteria
en fos procesosd infeccicsos. Parece sen que su disinibucién mundial es Limitaday
se ha neportado en ef este de Estados lnidos, en focos naturnales. (67)

La Brucella canis afecta al peanc y «l humano. Se ha comprolado su exis-
tencia en Estados lnidos, Brasif, Aflemania, Japdn y fladagascarn, su disinilucidn
es cosmopolita, (7,39,41)

Ademds de Las especies mencionadas, fLas Brucelfas pueden afectan a mamli-
Lenos domésticos comoi Bifalo, yaks, camello, dromedanios y alpaca. A Lgual que

cientos animales sifvestires, como: Roedones, Lielne, canild, zoanro, hurdn, antifo



4

rey, Bisonte amenicano y antadpodos como La garaapata. En pocos casos alecia a a-
ves domésticas y aves Cillres como el cuervo y La cornega. (5,41,75)

Los nesenvonios nalurales de Brucella aloritus, Baucella suis y Baucella

melitensis, son Los Lovinos, Los porcinos, Los ceprninos y Los ovinos, EL huésped
natunal de La Baucella canis es el pearno y el de lu Brucella ovis es el ouvino.
(47,67,75)

Las Baucellas pueden presentan vaniaciones monfoldgicas de sus colonias
denominadasr Lisas "S" y augosas "R”, con tipos inteamedios entre Lla taansicidn
de *S” a "R" con aspeclos semejantes a amlos extremos y que son conocidas comor
”SI7", #SI,”, ”.S'I}”, Lus cuales pueden pasar a colonias mucoides "M, a esle fend
meno de mulacidén se Le Llama disociacidn., (29,68)

Las cofonias Lisas son pequefias, circulares, convexas, Crillantes o Li-
genamente opacas y el color oscifa entre el azul y azul peadoso. Las colonias au-
gosas son clacularnes, convexas, opdcas, de aspecto granulfan, de cofor que va de
ananillo nofizo af Llanco amanillento. Las colonias infeamedias son muy diflciles
de neconocen, Las cofonias mucolides son opacas y grisdceas, pueden distinguirse
por su consdstencia viscesa, muy peaceptille cuando se toca con una aguja o una
asa, (6,68,85) ’

Las colonias de Baucella melitensis, Baucella swis y Baucella albonilus

cuando se presentan en fase Lisa, tienen Los antligenos A, M1, 2 y R, en diferentes
proponciones., Cuando se presentan colonias en forma nugosa, contienen ef antligeno

R con o sin el antigeno 2. La Brucella ovis y Lo Baucella canis, so0fo se presen-

tan en foama nrugosa. La Baucella neotomae pon fo genenal, se aisla en forma Lisa.

én el caso de fas Brucellas que presentan el fendmeno de disociacidn, se ha nota-
do que en fase Lisa son mds paldgenas y viaulentus que en fLase nugosa, (65)

Las Brucellas se pueden sembaan en medios conocidos como Ldsicos, enire



Los que se encuentna el agan dextrose con sueno, agan irniptosa con suero y agan
tiipticasa /5oya,l entre otnos, Para fLos casos en que fa facternia estd contaminada
pon otros micnoonganismos o se sospecha de ello, se utilizan medios sefectivos,
que son Los medios Ldsicos mds antibiidticos, como fa ciclohexamida, que es un fun
gistdtico; Lacitnracina pana contrannestun a Las fLaclenias Gram positivas y poli-
mixina By activa conitra las bacierias Gaum negaiivas., (8,77)

Pana su cultivo se toman muestras dependiencdo de La especie animal, como
puede sers Lecher exsudado vaginal, semen, sangre, membranas; de los felos alorta
dos se utilizan Lragmentos de pufmén, Lazo y contenido def estdémago. De animales
sacnificados, como de una a otra espaecie varia Ligernamente o predifeccidn de fas
Brucellas por Los difercntes tejidos. Se presenta una fista de £os tegfidos mds
impontanites de Las especies animales que se recomiendan pana su cufltivo,

Ganado vacuno: Ganglios Linfdticos supramamanios, retrofaningecs, iliacos inten-
nos y Lumlanes, Zejide espléniceo, iejido de cada pezén de la wlre y un fragmenito
det idtero, (67)
Ganado ovino y caprino: Ganglios Linfdlicos supnamamanios, sulmaxifares (o neiro-
Laningeos) e Lliacos internos, un fragmento de fas ponciones derecha e uqumda
de fa ubnre, un fragmento del dteno y un fragmenito de fazo. (67)
Ganado porcinos Ganglios fLinfdticos mandilulares, gastrchepdticos, Lliacos inten-
nos y suprafaningeos. (8,67)

ASPECTOS DE LA PBRUCELLA OVIS,

Se han aeportado vanios casos de frucellosis ovina. Simmons y Hall pu-
Qlicen un caso en 7953, ocurnido en Ausinalia y descnilen a La Lactenia causante

como un micnconganismo parecido a fa Brucella (Brucella-Like), (72)

Buddfle y Boys en el mismo aio nepontan un caso ocunnrido en Nueva Zelando

y descailen af micnoongenismo como una Baucella (mulante). Buddle neponita, en el



aino de 7956, y descrnile a fa Ilacte)u'a co;zzo wla nuéua especie de Brucellu, a fa
que nombrd Baucelle (ovis ou.m) £ Sullcomité de 7a.\:onom,£a de Las Brucellas, aceptd en
Lonama oficinl este nombre en 1965, (79, 20) '

Hay muchos casos nepontados como el ocurnido en Estados lUnidos en 7956,
Argentina en 71961, lUruguay en 7966, C/uJe en 1989, (25,49,79,80)

En fléxico se realizaron estudios en fos cuales se intenid demostrarn fLa
presencia de Baucella ovis., Se efectuanon exdmenes de tipo elinico, Lacterioldgi-
co y serofldgico en diveasos acbaiios de ovinos Talasco, fLocalizados en diferentes
negiones del pals, taml.idn se examinaron muestras Lomadas en el rustro de Fenre-
ada, No Zué posille encontaar animales con manifestaciones clinicas o fLesiones
macroscbpicas sugestivas de fla epididimitis causade pon Brucella ovis. Tampoco
ué posille aisblan el microorganismo en cuestién de Las muesiras tncbajoedas, pero
e Logré determinan fa presencia de fLos anticuenrpos especificos contra Lo Bauce-
Lo ovis, (74)

Fué hasta el aiio de 1979 cuando se publicéd el primen reporte de aisla-
miento de Brucella ovis en lfléxico. Esto se Logrd a pantin de uno de Los foanegos
de raza Suffobk, que fuenon .imporiados en 1977 e intaoducidos a un nrelflasio en el
estado de Guanagjuato, (62)

La Brucella ovis presenta Llas siguientes caractenisticas: &5 un cocoba-
cilo Gnam negativo, se ofserva alsdado y muy naramenie en cadenas contas, sus me-
didas van de 0.7 a 0,5 micaas pon 0.3 a 7.5 micras. No son encapsulados ni for-
man espoaas, no son mévifles, Foaman colonias cincufanes, con mungen enteao cincu-
farn, convexas con superticie Lisa frillanite, con el centro opaco y La superficie
taaslucida, €5 una Lactenia intracefularn faculiative y anaenolia Lacultativa. La
tempenatura Sptima para su cnecimiento es de 379C y el pfl de 6.6 a 7.4, &4 nece-

sanio agregar de 5 ¢ 10% de C0, a fa atmdsfera donde se .incuba, ademds de que ef



nedio donde se siemlra dele ser enniquecido con 5% de sueno de lovino, fLas cofo-
nias pueden ofservanse a Las 72 horas. Los medios parna sembrarn a La Lactenia son
bdsicos como La taiplicasa soya agan, agar Brucella y agar papa entre otnos, &n
caso de contaminacidn o sospecha de ello se puede utilizarn un medio sefectivo.
(29,47)

Esta Qactenia no produce H-S, crece en presencia de los colonantes Lius—
hlna Ldsica en concentaaciones de 1250,000 y 7:700,000; en tionina ademds en fa
concentracidn de 1:25,000, prueba en agan Allini o agan trniptosa. No es destruida
pron el fruceldfago 76, Se sometis a diferentes pruelas Cloguimicas, ofitenidndose
Los siguientes nesuliados: Leche tonnasol, después de 21 dias no mostad caml.io,
Los nitratos no fuenon reducidos, ef .indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer, amo-
nio, uneasa, oxdidasa, utilizacidén de citrato y hemdlisis en agan sangne nesuwlia-
non negativas, La /mue.ﬂa. de calalase fud marncadamente positiva. También se some-
16 a La pruela de Los siguientes carlohidratos: Sucnosa, fLactosa, mallosae, gluco
sa, galactosa, xilosa, Levulosa, manosar aralinosa, manitol, dublciiol, sorliitol,
salictn, inositol y nafinosa. Estos Lueron inculados dunante 21 dias, despuds de
Los cuales ninguno mostad rasgos de hallern sido utilizado. (29,46,49)

La Baucelba ovis s6€o se presenta en foama nugosa, carece de fos antl-
genos A y M que 5L contienen fLas colonius Lisas, dnicamente tiene Los antligenos Z
Y R, Porn esta razdn sofo presenta aglulinecidn cruzada con fu Brucella canis y
con Las varianies augosas de Las oiras especies de Brucellas, Estos antigenos son
Lipopolisacdridos, que al sen sometidos o un andfisis quimico se pudo estallecen
gue estan Lormados pon un polisacdrido ( que o su vez estd compuesto pon glucosa,
glucosaminag y un azicar no identificado), Lipidos, proteinas y un dcido Leamado
KDO (deddo 2 cedo-2 deoxioctulosonico). (3,37,38,65,76)

Riezu-Boj, en su trallajo pullicado en 1986, supone que Las proteinas ex-



tméodu de Lo mWMa, l.(_/;opo.émaccbudoayp/zotwwzjcdoplaomduca/j, son anii-
genos cuya brzpoaiancéa defle. sen ui_aﬁ/éaudap(ma EaA /g/z‘ulvé.ﬁazsrde diagnéstico en
Lnfecciones causodes porn Brucella ovis. (66 }

Un estudio hecho de Los polinucleblidos del dcido desoxinnilonucleico

del género Brucella demosinb una homofogia compleia entre fla Baucella alorntus,

Brucella meditensis, Baucella suis y Brucellu neolomae, postenionmente se demos-

tné Lo homologla de fa Baucella cunis, &L deido desoxinnilonucleico de fla Bruce-

Lla ovis mostind que Fallan cientas secuencias de polinucledtidos comines a Las
demds especies ded géneno, al panccen por une mutacién cromosémica, Lo mayon pan-
te de fos polinuclediidos de fa Brucella ovis son andlogos a fas demds especies

de Brucella., (44,45)

EPIDIDIMITIS DEL CARNERO O BRUCELLOSLIS OVINA,

Los sintomas de fa enfeamedad son fiebre (40-429C), depnesién y aumento
de fa frecuencia respiratonria. Los cordenos de 4 meses son susceptibles a La in-
Leccibn y esta aumenta con fa pulertad (a Los 6 meses), Los mds comunmente afec—
tados son Los carneros sexualmente madunos, (15,49,52)

Descnipcidn de Lesiones macroscépicas: La Baucella ovis produce fa en-
Lermedad conocida como faucelosis ovina o epididimilis del cannero. Los machos
son nuy susceptibles a esta enfeamedad, que puede manifestanse uni o filaterabmen
te., &n casos de animales con Lesiones de epididimitis unilalenct, hay mayon dege-
nenccidn en el testiculo .ipsifatenal que en el testlcufo contralateral. Se presen
ta un agrandemiento de fa cole del epididimo, con camlios en fa tidnica vaginal o
ain ellos y cambios secundanios en ol testiculo y en La parte préxima del epldidi
mo. EL agrandamienio de la cofla del epididimo varia en gnado, desde camlios vaga-
mente penceptibles hasta un aumento en tamasio de 4 a 5 veces. La poncidn de fa

glindula es fLirme, uniformemente duna, y el contorno glolulan noamal se toana £-
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nreguban; estd infilinrado con tejido conec‘téuo Llanco Libaoso, La endidura noamal
que separa a fa cofa y coleza del epidlidimo, frecuentemente estd oflitenada. La
titnica alluglinea aumenta su densidad con Zejido conect.ivo grueso. La degeneaacidn
testiculan es una caracteristica variclle en fa enfenmedod en fos casos en que
hay adhesiones ampliamente diseminadas, Lo degeneracidn es mds grave., Comtinmende
La gran mayorla de fas gldndulas experimenta atrofia, estancamiento de esperme,
granulomas intratubulanes y calcificacién con filrosis cincundante, (14,43,45)

Deseripeién de fas Lesiones a nivel histoldgico: EL£ epitelic def conduc-
to epididimal se vueluve hipeapldsico y presenta un nidmerno pequerfio de quistes in-
traepitebiales, En fa neaccién inflamatoria del intersticio eciste edema, histio-
citos y un nidmenc pequenio de células inflamalonias dispernsas en todo el intersti-
cio y Localmentie agregadas alrededor de Los vasos sanguineovs. Los vasos sangui-
neos suplen el conducto epididimal, el conducto epldidimal contiene un péquaﬁo
rnimeno de céluflas mubtinucleadas pero pocos espeanctozolides, fa reaccibn infloma-
toria que envuelve al conducto epididimel es supunativa., EL epitelio seminifeno
tiene Lesiones degenerativas, fla reaccidén inflematonria intensticial en Los vasos
defenentes no es tan severa como en fa cofa del epididimo, sin emlango, el epite-
Lio estd tan altenado como Lo estd el epitelio del conducto epididimal, (75,78,
49,52,71)

Se colectaron muestres de semen pon electroeyeculacidén para su exdmen
encontadndose flas siguientes canactenlsticas: EL colon que presentd fué varniado,
desde un color claro pasando por Lechoso, hasta un color crema. La motilided y ef
ndmeno nonmal de espermatozoides disminuyernon confoame Lo infeceddn se fué esta-
bleciendo, hasta Llegarn a fa aspermia, Hubo anormalidad en fa forma y Ramaiio de
fa cabeza de Los espenmatozoides, taml.ién se encontraron callezas suefltas, anonmea=

Lidades on Lo cola, camlios en el acrcsoma y gotas citopbasmdticas. Se localizu-
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non células inflamatonrias, fa mayor pante de estas son Leucocitos pollémoa/.’onuc@eg
nes y en menon cantidad {Leucocitos mononucleanes. Ademds se pudo olservar o fa
factenia en el semen de varios carnenos, resuliando posit.ives ol culiivo., (2,22
24,82)

Aunque este es una enfenmedad caracienistica de fos machos, tamlién afec
ta a las hembnas, s0lo que en foama menos sevena. En Las hemlnras no gadvidas fa
enfermedad es de candeten pasafeno, se produce estenilidad de tipo infeccioso, €n
Las ovejas gadvidas, el afionto o nacimiento de condenos muentos o défifes se acom
pafia de placentitis, (15,23,49,52,77)

Descaipeidn de Lesiones macnoscédpicas: Hay édema del conrniofantoides y el
conion intencotiledonanic se encuenira cublierto con un exudado €fanco o amenillen
to y pegajoso. En casos avanzados el exudado puede sern de cofon café nojizo con
puntos amaenillos, que se encuentran dispersos o en Los focos necadiicos del co-
réon, el cual se toana Aiperdmico, durno y arnugado. (2,15,49)

Desenipeidn de Las Lesiones a nivel histoldgicos Haey infiltracidn celu-
fan del estroma, presencia de célufas plasmdiicas en ganglios y Lazo, necrosis
extensiva epiteliad de fLos cotiledones y edema. Ademds, invasidn de facterius en
el inteaplacentoma y en Lo zona hifian del pfacentoma como en el epitelio def co-
adon. La Brcedla ovis pensiste poco tlempo en fa oveja y genenalmente se elimina

antes del siguiente alumlramiento., (23,55,77)

EVALIACION DE INUNOGLOBULINAS.
Se han oltenido notables progresos en el estudio de fLas inmunoglobulbinas
(Ig) en divensos aspectos: Naturnaleza, estauctura, foamacidn y Facltores que influ
yen en su efabloracién y pensistenciae; Lo que nos ha permitido elalorarn un méiodo
de definicién y nomeclatuna. La situacidn no es tan clara en fas especies animo-

Les, peno delido a que algunas inmunoglofulinaes animafles presentan fuentes seme-
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Janzas a fas clases de .inmunogﬁo&@aé /uuncmaA se ha tratado de darles fas mis-
nas designaciones. (30,42,43,60) : '

Pe manera genenal, fos anticuenpos de grnan peso moZeculrm, cuya constan-
te de sedimentacién en fla ulinracentrifugaeidn se aproxima a 195, sensilles al men
captol-2-ctanol y sdiméilarn a La Igfl humana, se designan con el nomlre de Igfl. Los
anticueapos con una constenie de sedimentacidn prdxima a 78 y que son generafmen-
te Lnsensililes af mercapto-2-etanol, semejanics a fPa IgG humana, se fes denomina
IgG. Tamlién se foman en cuenta caractenistlicas como similitud de movilidad elec-
tnofonélica, contenido de carlohidratos y lugan de secrnecidén. Aunque hay olro ti-
po de inminoglolulines, su nelocidn con fas del homlre no ha sido aclarada. (29)

&n el carneno se han encontrado Las siquientes inmunoglolullinas: IgG, se
han desernito dos clases antigénicamenie prbximas, Igg7 e 1992 y una sulclase Lo
Ig§7a, esta dltima puede sen andfoga a lo Tgf humana, Tam@ién se encontad IghA e
Igfl. (30,42,43,60)

Se efectud una valoracién de immunoglofulinas en carnercs infectados na-
turalmente con Brucella ovis, ofteniéndose Los siguientes nesublados: La concen-
taacidn de Igd en semen y féuido de gldndulas sexuales accesonias es alia, 5.032
71.78 mg/mb, y 9,18 = 7,28 mg/ml., recspectivamenide, (media * desviacidn estdndan)}
su nivel es mucho mds alio que fos nivefes aepontados en carncros no infectados.
én sueno, 0.78 2 0,55 mg/ml, y £luido de testicufo y epldidimo 0,59 + 0,78 mg/ml,
Lo concentaacidn de IgA en comparacién es Laje, La concentracidn de Ig§7, IgQZ e
IgM es Baja en todos fos Lluidos genitales (semen, Fluidos de gldndulas sexuales
accesonias, prepucio, testicuflo y epididimo), no hay difernencia significative con
do nreportado en caaneros no infectados, Esto nos indica que en fla infeccidn por
Baucella ovis nesulta una pronunciada nespuesta de IgA en secreclones, principal-

mente de gldndulas sexuales accesorias, (40)
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én el hombre y ena,engéwaju, en_ /aafu‘.l.cwdafa el carnero, se olsen-

van anticueapos no agéuixlna.niéa‘—tc’):—';ih‘cbm/éédoa.", sobne todo en Los casos crdnicos
Yy que tnicamente pueden descubainse éon La pruela de La antiglolulina (pruela de
Coonml.s ). Prolalfemente no tiene podern aglutinante defido a su taemaio, forma y co-
mo consecuencia de protulerancias que pueden existin en Las proximidades de o su
perficie de Los antlgenos a Los que Clegan a fijarnse, son esténicamente incapaces
de poden unin dos células juntas. Es pacballe tamlidn que fLas inmunoglofulinas
sean incepaces de extenden su pieza Fab Lo suficiente para peamitin que Los Luga-
nes de comlinacibn se fLijen a fas difenentes cétulas de manena que se unan y co-
miencen fo neaccidn de aglut.inacidén. Pana ef diandstico de fa epididimitis del
carneno pon Brucelle ovis, Las pruelas preferidas son fa difusién en gel y Lo Li-
Jacién de complemento, en estas dos pruelas se detecta Lo inmunoglofulina I¢G,

IgN e IgG,. (73)

VIAS DE ELIMINACION DE LA BRUCELLIA OVIS.

Las vias de eliminacidn de La Brucelba ovis son: Culientas fetales, Li-
quido amniético y felo, secreciones vaginales que fluyen tnus ed allonto, excremen
to del recidn nacido, Leche; en cas0s de afeccidn renal, esldn en onina. AL prin-
cipio de La enfermedad hay muchos micnoonganismos en el semen, después disminuyen
y La mayonla de fos casos acalla pon desapunecen totalmente, numenosos cannenos
sin Lesiones palpalles continuan excretando fa Lactenia dununte meses o anios, fLos

heces y secreciones nasales genenalmente son polines en facternias, (2,32,63,67)

FORMAS DE TRANSNISION DE LA BRUCELLA OVIS.
Las vias de entrada def microonganismo sond Via onal al ingerin alimen-
tos o toman agua contaminados. Los genitales externos al tenen contacto prepucial
dinecto entre un carneno poatadon de géamenes con un carnenc sano, o af tenen con

tacto nectaly al contaminan a Lo oveja durante el aparneamiento, fLa contaminacidn
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del mucho pon fLa oveda es nare; pon-piel con sofucidn de continuided. Es profalfe
pron via conjuntival, Experimentalmentie se ha Logrado fa infeccibn por via intrave
nosa, sulcutdnea, oraf, conjuntival e intrautenina. (24,32,63)

En genenal, desde fa prenita de entrada, que suele sea via digestiva, Las
Baucellas ingresan en el oaganismo a través del intestino o de fa cavidad farin-
gea, quedando nelenidas en Los ganglios Linfdlicos (retnofarningecs y mesentéai-
cos) Lemporalmente, De ahi pasan a sangne, algunos microorganismos son destaunldos
y otnos se Llegan a estallecen en tejidos de poca ciacufacidn como Las vainas si-
noviafes, en algunos gunglios Linfdticos, tejido mumarnio, testlculo, epididimo,
vesicublas seminales y prdstaia, en donde fa cantidad de CO, es mayon, situacidn
que Les favonece para ef crecimiento., £n caso de gestacidén invaden espacio inten-
rlacentanio, asd como intestino y estdmago def feto. Se ha flegado a comprofan fLa

existencia de fLa facteria en olros tejidos cono: Higado, ~indn y pulmén. (67)

DIAGHOSTICO.

Célinicamente, fLa enfenmedad se diagnostica mediante fLa palpacién de {Los
epididimos. Pon detras def animaf se sufetan Los dos Lestliculos, palpdndoflos si-
melbtdneamente y se compara fa simeinla de su tamario, su fLorma y consistencie, La
inflamacidn de un epididino se manificsta pon aumento de volumen, {Ligeao o acen-
tuado y mayon consistencia (féinme y hasta duno) seqin fa edad de fa Lesidn y La
cantidad de tejido Lifroso pacsente. Este método tiene el inconveniente de no po-
den diferencian a fa epididimitis causada por Brucella ovis de otras formas de e-
pididinitis clinicamente andfogas, provocadas pon otros microonganismos. La Bau-

cella ovis y el Actinobacillus owis son fas Lacterias que mds frecuentemenic se

han nefucionado con {La epididinitis. (16,35,36,48,70)
No olstante se han podido identificar gran ndmeno de mimoongaru.'émo_é caw

santes de epididimitis, como son: Actinolaciffus actinomycelen comitans, Alcali-
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genes fLecalis, Acinetolectea wolfli, Bacillus spp, Bacteroides spp, Baucella a-

Lortus, Corynelactenium ouis, Coaynefactesium pyogenes, Conynebactenium spp, E4-

chenichia coli, Huemophyllus spp, Histophilus ovis, foraxela spp, Pasteunclfa mul

tocida, Pasteurella pseudoiulenculosis, Pseudomona aeuruginosae, Pseudomona malio-

philia, Pseudomona pseudomaled, Pasteurnclla spp, Salmonella arnizonae, Staphylo-

ccoctus sppy Staeptococcus spp. (4,70,77,72,21,57)

Se han nrepoatado carnercs que exeretan microonganismos en el semen, aun
cuando el exdmen pon palpacién demucstran noamalidad. Ademds, fLas Lesiones crdni-
cas pueden rnegresan a un estado taf, que no se pueden detectun pon palpacidn, Es-
to nos demuesira que uitilizando solamente el exdmen cdinico, no podemos oltenen
un diagnéstico 100% seguno. (82)

Tamlién se han utilizado procedimientos serodégicos para diagnosticar es
ta enfermedad; entre fas pruelas que se han usado se encuentran fus siguientess
Fijacidn de complemento, es La pruela esidndan pana el diagnbastico de infeccidn
en caanenos poa Baucello ovis. En zecientes investligaciones demostnd sen una prue
La casi perfecta ya que se ha Logrado una sensililidad de 96.3% y una especifici-
dad de 99.3%. Con esta pruela se detecta fo Igg7 principalmente, Y en menon grado
Igh. Sin emfarngo, no puede sern wsada con sueno anticemplementanio o hemolizadc,
ademds de que fos cannenos infectados crdnicamente algunas veces dan resuliados
negativos, otras desventajus son que el calon de .inectivacidn podrla destauin al-
gunos anticuerpos como Los que estdn asociados con €os primeros estodios de le in
Leccidn y Los post vacunales; necesidad de pensonal especializado y el Lipo de ma
terial como especirofoitbmetno, micropipetas, reactivos de dificil adquisicidn co-
mo el fenolanBital. (26,37,46,78,86)

. Pruela de Coomls, Los antlicuenpos IgG contra Baucella con frecuencia fa-

Llan para producin una aglutinacidn elicaz, porn fo que son conocidos como ”incom-
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rletos”. Para solventan este prollemu, se desannolld une pruela seroldgica conoed
da como pruela de Coombs, en fa cual se ha Logrado una elevada sensililidad y es-
pecificidad, es una pruela cuantitaliva, muy Uil sobre ftodo en casos erbnicos,
en donde mds frecuentemenite se encuentaan anticueapos "incompletos”, (8,29,83)

Prueba de inmunodifusidn. s el método conveniente para sern utilizado en
el campo, donde no esidn disponilles Las facilidades de un lalonatorio pana efec-
tuan La pruela de fijacidn de complemenito., &n fa inmunodifusién se detecta IgG y
se ha Lognado una sensifilidad de 91.7% y csopecéficidad del 100%. Esta pruela Lo
puede aplicarn personal con el minimo de adiestramienito, ademds tiene fo ventaja
de sen econdmica y no ulifizarn mucho tiempo en su aplicacidn, (56,57,58,86)

Adends de Las pruelas mencionadas se hen aplicado otras como: Pauela de
ELISA, inhilicidn de fa hemaglutinacidn, inmunoflucnescencia, inmuncelecitrofone-
544, (32,33,59,73,82)

Otno aspecto impontante que se tiene que cumplin en el diagndstico seno-
Légico, es fLa elubBonacidn de antigeno de excelente calidad. De este modo se han
probado antlgenos elaborados de diferentes monenas como: Antigeno extraldo en so-
fucién salina caliente, antigeno extawiclo por sonicado, antligeno extraido con so-
fucién de étea-clonofonrmo-Lenol, antligeno exlacido con desoxicofato de sodio, an-
tlgeno exitraldo con solucién de Litio-EDTA, antigeno extraido por agitacidn, antl
geno de célula completa. Se han neportado antigenos con wactividad anticomplementa
nia delido a células completas o restos de célufas, porn Lo tanto no se pueden u-
san en Lo pauebae de fijacidn de complemento. Tamlién se ha neportaco anitlgeno s0-
nicado que tiene reaccidn cauzada con sueros de caanenos infectados o inmunizados
pon otaas especies de Brucellas. Los reponrtes de divensos estudios han demostnrado
que. Los antlgenos dan mejorn resuliado cuando son elalorados a partirn de culiivos

que han sido necientemente aisfados, ya que se tiene mayon sensibilida y especifi
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cidad, que cuando se elalonan de cepas viejas de Laloratorio, Otrno wspecto que se
ha olseavado es que el antigeno es mds estalle cucndo se uliliza una mezcla de
sueno de coflayo y sofucidn salina, que cuando s0fo se utiliza solucion selina.
Desafontunadamente Los métodos scnoldgicos, no pueden darnos un diagndstico 70005
confialle, ya que wfguncs carneros infectados pueden darn nesuliados senoflbgicos
negaitivos., (9,73,27,64)

£l aisbamiento y fa ddenitificacién del gérmen constituyen el iindco méto-
do de diagndstico excento de ennon, sin emllargo Los nesullados negatives del cul-
tivo de semen no fasta para descartan fLa infeccidn por Brucella ovis, En algunos
casos de animales con infeccidn crbnica, La Lacterdia puede no aparecen en el se-
men o encontaaase en ef peniodo intemmitente, ademds de que puede sen difiicil of-
tenen muestaras de semen no conlaminadas con otros géamenes cuyo desarnollo sea su
perion af de fla Brucella ovis, Se puede intentan fa focalizaclbn de célufas infla
matonrias y efectuan una valoracion de La callidad del semen. (8,68)

7omando en cuenta fas desventiajus que presentan fos métodos de diagnds-
tico, Lo megon pana Logran tal fin es comlinando fa exploracidn cfinica, pruelas
senoldgicas y cullivo def microornganismo. &4 deseable contan con una histordia cli
nica del nebario, pues en esla, se puede encontran datos como: Incidencica de fa
enfermedad en fo negidn y en el nefanio, procedencia def gunado nuevo, 44 se fes
aplicé alyin exdmen al comprarfos o no, que tipo de pacuna en caso de halen apli-

cado alguna. (8,63)

TRATAMIENTO.
Se han neportado varios itratamientos como: 7Tetraciclina a nrazdén de un
gramo al dia, durante 20 a 30 dlas, en caso precoz, Tamlién se puede dan trata-
miento con fa comlinacidn de clorotetraciclina, 800 miligrnamos via intravencsa

mds estaeptomicina, un gramo via subcutanea, Lnyeclade dusanite 21 dias, Oxiietra-
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céclina de accidn profongada cada 3 d.{aé"clwzdi:u‘_ékrﬁ dias. &0 antifibtico antenion
nds subfato de dihidrocstreptomicina pon 21" dics. Oxitetracicting de accidn pro-
Longada por 15 dias mds dibidroestreptomicina por 7 dias. Y oxitetraciclina con-
vencional mds dihidnoestnreptonicina porn 7 déas. EL tratamiento se defe inician an
tes de que aparnezcan Lesiones inncvensilides y se recomienda utifizan antimicaolia
nos que tengan fa capacidad de penetran en fas células infectadus. Se puede usan
un solo antilidtico peno es prefenille emplean una comlinacidn de dos, ya que se

tienen mefones aesuftados. (29,34,47,50)

CONTROL,

&L control de La epididimitis del carnero se puede Logran por el conjfun-
to de fas siguientes medidas: ELiminacidn de Los neproductones con fesiones aeco-
nocibles clinicomente, eliminacidn de fLos neproductones clinicamente nommales que
nesullen positivos a La pruela de difusidn en gel o a fa de £ifacidn de complemen
to, sepanacién de fLos carnencs jovenes gue ain no eniran en seapicio, de Lo0b ma-
chos adubtos y vacunacidn de Los animales no adullos destinados a sustituin a Los

animales enfermos. (67)

VACUNACION,

Se comprold que al Llevar a calo un programa comfinado anuafmente gque
consiste en fa nigurosa seleccidn, separacidn de canneros clinicamenite afecitados
y La vacunacidn apropiada del resto de Los animales, se aeduce significativamente
La inclidencia de epididimitis causada por Baucella ovis, E£ programa delle inclwin
el nemplazamiento poa carneros de un aiio de edad que han séido vacunados a fos 4 o
5 meses cde nacidos, Pana este fin se han empleado diferentes vacunas como: Vacuna
de Brucella opis muerta y adsorbida en hidrbxlido de aluminio; se aplican 2 inyee-
clones con un intervalo de 3 a 6 semanas una de otaa. (74,54)

Se ha comprolado que fa inoculaecidén simultanea de Brucella ovis mueata



78

adsonlida en hidrdxido de aluminio, con ﬂu cepa 79 de’ B/zuce,éﬁa @loatus produce un
allo grado de .inmunidaed dunadena, (28, 47, 53,84)

&L uso de cannenos vacunados con Brucella melitensis Rev 1, ha neducido

La incidencia de epididimitis y al mismo tiempo ha aumenitado el poncentaje de ove
Jas Lecundadas, Otea vacuna que se ha expeaimentado es La vacuna de Baucella ovis
con wvitamina £ como adyuvante, fa cual Incrementd mds La nrespuesta humonal que
las otras vacunas, sin emlango, fLa difencnciae no tiene impoatancia estadistica.
EL efecto que se Loynd con esta vacuna, es el temprano camfio de Igfl pon IgG, ne-
gistrando en fa pruela de fijacidn de complemento titulos de aproximadamente 700

veces mds grande para Igh que pana IgG. (7,6,86)

DISTRIBUCION DE LA BRUCELLA OVIS,

La Brucella ovis pancce estan distaifuida en todos fLos palses donde fa
eala de ovinos es importanie. Desafoatunadamente, siendo México un pals en donde
Lo explolacidn de ovinos es minima, se ha podide comprolan Lla existenclia de esta
Lacteria. Se aecunnid a Lla Cilliografla pana tenen idea de fa magniiud del prolle
me eneado pon fLa Brucella ovis en el pals, peno no se encontranon estadisticas pu

8licadas al nespecto, pon Lo tanto no se puede €legarn a una conclusién. (29)

SITHACION ACTUAL DE LA OVINOCULTURA EN MEXICO.

La ovinocultune nacionaf no cumple con Las funciones que comnesponden af
sectorn ganadeao, fus cuales influyen en el proceso de desarnollo nacional y que
son Las siguientes: Producin alimentos y meteria pnima en contidad y calidad ade-
cuadas a precios Lajos. Proponcionan un nivef de ingaesos deconosos a Lo poléa-
cibn aural, que Le peamita meforan su nivel de vida y generarn ahoano pana inver-
tin en actividades intra o exitrasectoniales, Ofitenen divises con fas que se pueda
autofinancian fa actividad y ayudan @ fa industnia, (67,69)

Esto se defe a que fa ovinoculiune es una de fas namas de lo ganadenlo
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nacional que ha necillido menos atencidn, Lomento i apoyo, propicilando su atraso
en companacidén con otras especies y ol presente parece como una empresa desorga-
nézada y desonientada, que encara senios paocllemas de tipo socioecondmico, genéti
co, nutricional, sanitarnio y de manejo de Los animales como de fos productos, re-
ducida produccidén, Laja productividad y defectuosa comenciwlizacidn. Esto fla ha
dmposibilitado para satisfucern el consumo del pals y cada vez tiende a detenionan
se mds., E€ ganado ovino nacional cuenta con 6,269,687 calezas, reporie hecho en
el ano de 7983, (67,69)

Los productos Lisioldgicos de Los ovinos ulilizados por el homlre con
ZLines econdmicos son muy varniados. Los destinados a La alimeniacidn humana como:
Canne, grasa y Leche que es mds nica en paincifpios nutritivos que Lo Leche de va-
ca o calna, ademds se puede utifizan para producin mantequilla o queso. Y Los uti
Lizados como materia prima pana fla industria como! Lana, piel y Lanolina. Oira
ventafu son Las heces que se wusan como Lealilizanites. (61,69)

&n La actualidad existen en flécico flanas importadas, que compiten con
fas nacionales en precio, superdndolas en calidad. Este fendmeno implica serias
responsaliblidades si se toma en considenacidn que contamos con zonas sumamenie
grandes que se adaptan pesfoctaemenie o fas necesidades de Las especies y en donde
Ainclusive, sernia dificit aclimatan otro tipo de ganado pana explotacidn. Tan s6Lo
en Llanuaas y cernos se repontan 74,498,820 hectldnrneas de pastos, Con nespecto al
uso deld teanitonio nacional fu situacidn no he cambiado mucho en Los dltimos awios
y se puede decin que México destind el 51% de su superficie a fa activided gana-

dena, (67,69)
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I.7. HIPOTESIS.

Al someten a fu Brucelle ovis o une sofucidn fenolade al 0.5%, durante
24 horas a tempenatura amliente queda inactivada, de esta manera es posille utili
zanla como antligeno, ya que sus deleaminantes antigénicas no sufren alienacidn,
pnesentandose una neaceidn de aglutinacién al poneafo en contacto con suero de o-
vino que de algina manera haya desarnollado entlicuenpos contra Baucella ovis.

Si calentamos a 80°C dunrante 30 minutos a fa Baucella ovis en solucidn
de desoxicolato de sodio al 1% y Guffenr de fosfatos, oblendremos un antigeno solu
ble que al poner en contacto con suero de ovino, que de aflguna manera haya desc-
arollado anticuenpos contra Baucella vvis, veaemos una aeaccidn de precipditacidn,

Los anticuenpos (Ac) aniti Baucella ovis, cenccidos como ".incompletos”,
no ofstante que reaccionan con el anitigeno (Ag), son incapaces de producin agluti
nacidn, dando onigen a un complejo Ae-Ag suclto (no aglutinado), AL agregan sueno
antiglolulina, se presenta fa aglutinacidn, ya que dicho sueno neacciona con el

complejo Ac-Ag, especificamente con fLa parte Ac.

I,2, OBJETIVO,

&4 ol jetivo del presente tralajo es La elaloracién de un antégeno de cd-
Lbulas completas y un antlgeno s0lullle a partin de une cepa de Brucella ovis 2775
ratégena y su valoracidn pon medio de flas pruebas sernoddgicas mds comunmente em-
pleadas pare el diagnéstico de fla Lrucelosis ovine, como son fijacién de comple-
mento e dinmunodifusidbn en gel, Implementan Ya pruella de andicuenpos incompletos
de Coombs, parna La deteccidn de este tipo de anticuerpos en el sueno de animales
sospechosos de padecen dicha enfenrmedad. Asi como sometern fLos resuftados a un and
Lisis de X? (Ji cuadrada) para comparan el componitamienito entre flas prucfas Coom-
Gs-fijacidén de complemento, Lnmunodifusién-fijacién de complemento y Coombs-Linmu-

nrodifusién.
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II. MATERIAL i TECNICAS,

II. 7. TECNICA PARA LA ELABORACION..DE AIVTIgé‘/VO DE CE.LLLLA COMPLETA.

De la semibla Brucella ovis cepu 2775, se efectud una tincidn de Gram
rana verifican su pureza, Hecho esto, se semlad en placas de agan tripticasa soya
con 5% de suerno de Lovino, se Zncularon con temperatura de 37°C mds 10% de CO,.
Después de 48 honras se revisaron, se efectud une tincidn de Gaam para verificar
fa puneza de La facteria, Ya verificada, se fes agregd solucidén saline fenolada
al 0.5% parne dnactivar a fa factenia, asi se dejaron a tempenatura ambiente du-
rante 24 honas. Se cosecharon Los microorgunismos coéect'andolo/s en un frasco esld
ndl después de favan a la bactenia pon 3 ocaciones, se aesuspendid en solucidn sa
Lina. Se sembné el microonganismo pana comprolan su inactivacidn, slenco positive
el rnesubilado af no halen cacciméiento. Se estandanizd a fa Lacteria por el mélodo
de *flc Farband a una concentracidn de 1,800 X 706 microorganismos pon mililitno.
Se hicienon prucfas de agfutinacibén con 70 sueros positivos y 70 sueros negati-
vos. Se efectuarnon pauelas para deteaminar su sensililidad, Se vernificéd su punreza
con una tincibn de Gram y se agreglé a frascos viales esténiles, Los cuales se ne=

Arigeraron pana su conservacidn, hasta el momenio de ser uitilizados. (*87)

II.2. TECNICA PARA LA ELABORACION DE ANTIGENO SOLUBLE.

Los cultivos de Brucella ovis de 48 horas, se cosecharon en solucién fu-
£len de fosfatos pH 7.2, después de venifican su puneza mediante una tincidn de
Gram, se Lilind en gasa dolle, Se formd un paquete de microonganisinos cenirifugan
do fla suspensidén a 3,000 npm, Cada mililitro de célufas empaguetadas se nesuspen-
did en 3 mililitros de Luffen de fosfatos pH 7.2, el volumen se ajustd a 10 mili-
Litros con sclucidn de desoxicolato de sodio el 1%. Se calentd dunante 30 minutos
a 80°C, fluego se centrifugé a 710,000 g durante 30 minutos, se cofectd el sobrena-

dante, el cual se centrifugé ¢ 20,000 g, dunrante 4 horas, cofectando postenion-
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mente el Aotbzenaclcuu‘.é, prana . sometento ‘@ ‘una pruela de sensibilidad, Se deteamind
La concentracidn dktimd prara la. /mueliade in‘munocu,{uéidn, 7:8. Se colocd en frnas-
co.zs viales esténiles y se rnefnigerd péaa su conseavacidn, hasta el momento de sen
utilizaco.

II.3, TECNICA PARA LA ELABORACION DEL REACTIVO DE COOMNBS.

Se agregaron 34.5 ml de una solucién saturada de suwblfato de amonio u 69
mf de sueno de carneno y se dejé en agitacidn durante 24 horas a 4°C. Se centrnifu
g6 La mezcla a 3,000 rpm durnante 710 minutos, el precipitado ofienido se disolvid
en agua destilada, Se zepite La centaifugacidn y La disolucidn, Lo cual se some-
246 a didbisis en solucidn salina al 0,85%. Se le camlib La sofucién salina cada
24 honas en 3 ocasiones. La glofulina en sofucidn se inoculd en foama intramuscu-
farn a 6 conefos, 6 dosis por conejo, una cada 7 dius, En La primena se aplicd 0.5
mé de Adyuvanie completo de Freund mds 0.5 mé de solucidn de glolulina Las demds
dosis fuenon de 1 ml de sofucidn de glolulina. Siele dias después de fa dltima
dosis se sangranon fLos conejos en flanco. Se Aeparnd ef sueno y se somelid a fa
pruela de Coomls pana venificarn su funcionamiento. Finalmente se envusd en fras-

cos viales estériles, conservandolos en nefrigenacidn hasite su wso.

II.4. 7ECNICA DE COOMBS.

Platenial fiofdgicor Suspensidn nommalizada de antigeno de Baucella ovis de céliula
completa estandarnizada por ed método de fMe Farland, Solucidn de gamma glolulina a
partin de suero de carneno. Reactive de Coombs (suerno anti-gamma-glofuiline).
Método: Se usanon 5 tulos poa cada sueno prollema., Se efectud wna difucidn seria-
da 1:2 hasta 1:80 usando s0lucidén salina fLenicada como diluyenie. Se agregé 0.5
ml de antigeno a cade tufio y se mezcld cuidadosamente, Se incularon fos Zubos du-
rante 20 horas a 37°C, después de Lo cual se Leyeron Los nesuliados, Los suernos

que presentanon aglutinacién se desechanon, fLos negativos se centalifugaron duran-
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Ze 20 minutos a 2,500 g, desechando el 4oﬂﬂenadénte. Se suspendid el sedimento en
solucidn salina noamad, con un wvolumen igual al inicial, el Lavado se nepitid 2
veces mds. Se nesuspendid el sedimento en reactive de Coombs, difuido 7:50. Se
Lncubaron Los tullos 24 horas a 37°C. Se Leyenon Los resuliados.

Inteapretacidn de flos resullados: Se tomanon como positivos €os suencs que mos-

trharon aglutinacidén al Linal del tiftimo paso, en La dilucidn 7:40.

II.5. TECNICA DE FIJACION DE COMPLEMNENTO.

fRlaterial 8ioldgico: Suspensién nonmalizada de antigeno de Brucella ovis, de célu-
La completa estandanizada pon el mélodo de flc Farland, 1,800 X 706 micnoonganis-
mos pon milibitro. Solucidn salina normal amoritiguada con farbital (veronal). So-
fucidn Absevern. Hematies de cannero estandanizados ol 3%. Hemolisina. Complemento
de colayo.

Nlétodor Se agreganon 25 microlitros (/u,é) de dituyente {solucidn salina con larli-
tal), con una pipeta de volumen constante, en cada uno de Los 7 pozos de La placa
de pldstico, salvo en el paiimero de cada fifa. Se agregaron 50/1.5 de fa difucidn
de suero inactivado de fa muestra por analizan, en el primen y segundo pozo de ca
da Lila de fa placa, se wsé una fila pana cada suero problema. Se extacjo del se-
gundo pozo 25/14 y se agreganon al tercer pozo, se mezeld y extrajeron 25 /11’, se
nepitid La openacidn hasta el uliimo pozo, de donde se extrajenon 25/&@ y se dese
charon. Se agreganon 25 /Lé de antigeno delidamente difuido en cada pozo safvo en
ed dliimo, que sinvié de testigo pana la activided anticomplemeniaria del sueno.
Se agreganon 25/1£ de complemento en todos Los pozos, se mezcld golpenado suave-
mente un fado de fa placa. Se inculanon fLas placas duranie 30 minutos a 37°C. Se
agreganon 25 /LZ de enitrocitos sensibilizados en cada pozo, es importante mezclarn
culidadosamente Los enitrocitos con Los demds componentes y manienen fa mezcla en

suspensién. Se inculason dunante 30 minutos a 37°C, se agitanon a fos 15 minutos
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de inculacidn, después de lo cual se dejaaonae/zoAu 3 ':)zoﬁaA en .d_ nefrigeradon,
se Leyeron Los resuliados, ‘

Interpretacidn de Los nesubtados: Se tomarnon como: posilivos Los sueros que presen
tazon un "foitdén” de enitrocilos (enitrocéitos sedimentados), a partin de fLa dilu-

cidn 1:4. Se tomarnon como negalivos Los sueros que mostranon hemdlisis.

II.6. TECNICA DE INCUNODIFUSION &N GEL.

flatenial Lioldgico: Antigeno solulfile de Brucella ovis. Solucidn buffen de Losfa-
tos pH 7.2, Amontiguadon de fonatos pH 7.2, Aganosa.

Método: Se disofvib el gel af vapor, se agregd un mf de azida de sodic iy se nez-
cdld, Se sinvib el gel en cajas Petni hasta un espeson de 4 mn, Ya solidificado se
abrieron pozos al rededor de uno central, de 4 mm de didmetro y separados 5 mmn en
tne si. Se €lend el pozo central con antigeno difuido 71:8 en Luffer de glicina ptl
6.8, Se cofocaron Los sueros prollema en los pozos de fla peniferia. Se incubaron
en cdmara himeda a Lemperatura amlienite, durante 24 hoaas. Se Leyenon en cdmara
de fondo ollscuno y Luz incidente, Se fLeyenon af calo de 2 y 3 divs.
Intenpretacidn de los nesuliados: Se Ltomanon como positives fos sueros que mostra
non Lineas de precipilacidén (Lineas que se marncan entre el gef).

Para Clas técnicas de [fijacidn de complemento e .inmunodifusidén se proba-
non 874 suernos, para fLa técnica de Coomls se profarnon 872 sueros, del relario del
Centro Ovino del Programa de Extensidn Agropecuania, en ef cual se encontraron a-
nimales de Lo raza Criolla, Cruza, Suffolk, Polled, Dornset y Tafasco, con 69.33%
de hemlras, 24.83% de machos y 5.83% de cordenos. No vacunados y con antecedentes
de un frote de frucellosis ovina en el arno de 1984, Los suenos probleme se muntu-
vieron a ~70°C, hasta el momento de sen utilizados., Se ocupanon 10 sueros positi-

vos y 70 negativos como testigos. Las técnicas se efectuaron segin Alton. (8)



III, RESULTADOS.

Los suenos neactones posilivos que se oftuvienon en fas pauelas son: Fi-
Jacidn de complemento (FC) 262, inmunodifusién (ID) 175 y Coombs 273, Los sucros

reactores negativos son: Fijacién de complemento 612, .inmunodifusién 759 y Coomls

599. Estos nesullados se muestran en el cuadro NQ 7.

Fifacidn de Inmuno- Coomb.s.

complemento, difusién,
Reactones positivos, 262 775 273
Reactores negativos. 6712 759 599
Totad de suenos prolados. 874 874 872
Dilucidn a fla cual se 1/4 Unica 7/40
considenaron positivos.

Cuadro N 1. Total de sueros ensayados en las pruebas de fijacién de complemento,

inmunodifusién y Coombs. Reactores positivos y negativos.

Estos datos se sometieron a un andlisis de X° (Ji cuadrada) del cual se

obtuvienon Los siguientes nesultados que se muestnan en Los cuwdnos 2, 3 y 4.

Olservacos, Espenados.
FC. Coombs. Totales. FC. Coombs., Totales.
Positivos. | 262 273 535 267.80  267.79 534.99
Negativos, | 672 599 7217 606,80  604.80 71270.99
874 872 7746 873,99  871.99 1745.98

Cuadro N 2. Andlisis de X* para las pruebas de fijacién de complemento y Coombs.

De tablas X§ 4= 6.63 y como nesufiado tenemos que X?= 0,3637, Companando estas
cantidades tenemos que X(; 07 = X? por lo tanto no hay diferencia significativae

dmporiante.
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OLsenvados, Espenados.

FC. ID. Totales, | FC. ID. Totales.

Posditivos., | 262 115 377 788.5 188.5 377
Negativos. | 612 759 1377 685.5 685.5 7377
874 874 1748 874.0 874.0 1748

Cuadro N® 3. AnAlisis de X para la prueba de fijacién de complemento e inmunodi-
fusibn.

Como neswliado tenemos que X?= 73.06, Comparando Zenemos que XO 07< X? pon Lo

tanto si hay diferencie significativa impontante,

Olsenvados. Espenados,
Coombs, ID. Totales. | Coombs. ID, Toteles,
Positivos. 273 175 388 194.22 194,22 387.99
Negat.ivos. 599 759 1358 678,22 679,77 1357,99
872 874 1746 877,99 873,99 1745.98

Cuadro N® 4. Anédlisis de X* para las pruebas de Coombs e inmunodifusién.

Como resultado tenemos X*= 83.18. Comparando tenemos que XO.07< X? pon Lo fanio
sl hay diferencie sigrnificativae inmpontante,

Otno andlisis al que se sometieron Los nesuliados, es al de La eficien-
cla, Como se puede olservarn en ef cuadro N 5, fla eficiencic en fa combinacién
de fLas /mue;da/s £ijacién de complemento-Coomls, es prbéxime a Lo ideal, en cuanto
a fas comlinaciones .inmunodifusién-Coombs y fijacién de complemento-inmunodifu-

446n, es aceptalle,
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Suma_de neactones posilivos
Total de neactores en todas
Las pruelas Eficiencia.
FCo -Coomb.s, 440/482 97.29%
ID, ~Coomb.s, 355/482 69.50%
#C, -1ID, 337/482 68.67%

Cuadro N2 5. Eficiencia en la combinacién de dos pruebas.

Los nesullados ofservados con el antigeno de células completas, usados en Las téc
nicas de fLijacidn de complemenio y Coomls sons ln aniligeno puro, no se detecté
contaminacién pon algin méicaocorganismo. Cuando se estallecid fla estandarnizacidn
7,800 X 706 microorganismos por mililitro, y se estallecid Le dilucién adecuada,
7,200 X 706 nicroornganismos por mililitro, mosind un efecto eglutinante notalle,
ya que aglutiné con diferentes diluciones de Los suenos positivos, Cuando se efec
tuarnon fLas pruelas de Coomls y fifecidn de complemento con Los sueros problema,
el antigeno mostréd poden aglutinante Cueno. Pon fo tanto fa sensililiduad del antl
geno es muy fuena.

Los nesuliados olsenvados con el antigeno s0fulle, usado en fu técnice de inmuno-
difusién sont lUn antigeno puno, con poden precipitante solresabiente cuando se
estallecid fa dilucién adecuada, 7:8. AL efectucnse Lo pruela de inmunodifusidn
con fLos suenos problema, se olituvo un resubtado precipitante satisfactonioc. Por

Lo tanto fla sensililidad del antigeno resulitd Luena.

IV, DISCLSION.

Olservamos en Los nesuftados, que Lo pruefla de Coomls detectd mds suenos
neactones positives, 273, esto se delid prnofiabilemente a fa caracteristica del an-
ticuenpo "incompleto”, que se desarnolla en el carnero y ol neactivo tan especial

que es usado en esta pruela, el neactivo de Coomls, que es un suerno anti-gamma-
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glolulina el cual no es utilizado en otras pauclas, Ademés de que salemos que se
han repontado especificidad y sensililidad altas en esta pauefia. (8,83)

La pruela de fijacidn de complemento, es fLa segunda que mds suenos neac~
2ones positivos negistnd, 262. Como se safie, en esta pauela se han reportado una
“sensililidad de 96.3% y una *especificidad de 99.3%. Esto nos hace pensan que
Los nesullados con respecto a la pruela de Coomls delien sen mejones o muy semejan
tes., En este caso esa pequena diferencia ofienida puede sen expliceda 44 tomamos
en cuenta que en fa pruefla de fijacidn de complemento se usan mds neactivos y que
esdo aumenita el mangen de earon que se puede tenea, (37,40,73,%86)

én Lo pauela de inmunodifusidn se han aeporiado una *sensifilidad y una
*especiticidad de 97.7% y 100% nespectivamente., Lo que nos .indica que se ‘deﬂen
oltenen nesuliados muy parecidos a los de Las pruelas anteniores, Sin embargo ve-
mos que 5080 se negistranon 175 suencs neactones positivos, Prolallemente esto se
delié a que fla pruela de inmunodifusién tiene fa caractenistica de consumin Las-
tante antlgeno y aniticuerpo para poden sen evidente fa neaccidn, es decin, es me-
nos sensible que fas dos pruefas anteniones., Por otrno Lado, se ulilizd una so0fa
dibucidn de antigeno y f£os sueros prollema que presentanon concentraciones de an-
ticuenpo menones a fo Sptima, pudienon hallen formado complejos solullles o reac-
cibn de precipitacidn no muy marcadas en ef segundo caso i el am‘_lgen‘o sigue di-
Lundiendose tiende a desaparecen el precipitado. Por fo Zanto suenos prollema con
cantidades pequerias de anticueapo pudienon haben presentado neacecidn positiva en
Las pruelas de fijacién de compfemento y Coomls, y negative en fa pruela de inmu-
nodifusidn. (56,57,58,%86)

De Los rnesultados mostnados podemos comentarn que nuestro antigeno, Zanto
el de cdélulas completas como el soluffe, neaccionaron Aatiaﬂa;toniamente a fLas

pruelas de Lijacidn de complemento, Coomls e inmunodifusidn,
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&n el andlisis de Los datos poa medio de X? entne fLas pauelas de. fija-

cidn de complemento y Coomls, cuudro N2 2, vemos que en el resuliado no hay dife-
nencia significativa impontante. Entre Luas parvelas de [fijacidn de complemento e
L{nmunodifusién, cuadno N2 3, y Las paueclas de Coombs e inmunodifusién, cuadro N2
4s vemos que & hay difenencia significaliva impontanie, Lo que indica que el com
poatamiento de fas pruellas, Coomls y Lijacidn de complemento fué muy semejante. U
el comportamiento de fla pruela de inmunodifusién fud diferente con nespecto a Las
ravelas de Coombs y Lifacién de complemento,

En el cuadno NQ 5, se presenta La eliciencie en La combinacidn de dos
pruelas, olservendo que Los nesuliados son Luenos, en especial fa combinacién en-
tae La pruela de Coombs y La de fdijacidn de complemento, Logrando 91.29% de efi-
ciencia, &n menor gaado, pero aceptalle es el resultado clienido en fa combina-
cibn de La pruela de inmunodifusion y Coomls, con un 67.50% de e,Z.écéencéa. Muy
seme fante nesulld fLa comb.inacidn de fa prueba fLijacién de complemento e inmunodi-
Zusidn, con 68.67% de eficiencia. (82)

Estos resuliados sugienen que pana fines padcticos, Lo mds adecuado es
no taalajen con una sola pruefa, sino tratan de complementan dos pruecbus, estalle
ciendo una coanefacién entre ellas para olienca mejones resullados. Esto se con-
Zinma con Lo que menciona el Dr. Gustavo A, Rodalguez: "Ningdna pruela diagnésti-
ca conniente Casta pon 54 s0fa parna desculnin todos fos animales infectados., Aun
cuando se recunna a fa lotalidad de flas pruelas dia_r/nd/ﬁzficaé‘de que actualmenie
se dispone, podad ocuanin que se oflengan neacciones negativas en casos comproba-
dos como positivos pon aisbamiento de la Lactenic en cultivos”, (1-57)

Companrando flas técnicas en el aspecto de facilidad de montan fa pruela
y A efecucidn, tenemos que La pavelu de iLnmunodifusién, es Lo mds adpdda, tanito

pana montanse como parna practicarnfa, necomendalle para ed campo donde no hay fLos
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facd Lidades de un fuen éa(’;oaatén.&o. La pruela de.-Coomls es mds dificil de montan
y practicanla, ademds de que se requiere mucho mds matenial que en fa pruela ante
rdonr. Pon iifltimo, fa pruela de fijacidn de complemento, es fa mds dificil de fas
tres, con poca difenencia con respecto a fu técnica de Coombs, aunque Lo pruela
de Lijacibn de complemento puede tenen una dificultad adicionaf, que se puede ond
ginan pon el hecho de tenea que usan fenofarfital, que es una sustancia controla-
da por Salufinidad y no es de fdcif adquisicién.

én cuanto «f costo, tenemos que fa pruela de inmunodifusién es fLa mds
farata, tanto en fo que se nefiene af valon def material y neacitivos, como al gus
to pon concepto de sueldos, ya que se efectia en muy poco tiempo y no se nequiene
de pensonal muy especializado. La diferencia econdmica entre fa pruela de inmuno-
difusidn y La pruela de Coomls es muy mancade ya que se requiene mayon cantddad
de material y neact.ivos, sdendo eAi_‘oa mds canos, hay que agregon que es mds tarde
da en efectuanse y de nequenin pensonal prepanado fo que aumenta el gasio en suel
doss La de mayorn costo es fla pauela de fijacidén de complemento, pon concepto de
matenicl, nreactivos y sueldos porn sen necesarnio personal muy calificado.

De fla funcionalidad de fLos antligenos podemos decin que fos nesuliados
son satisfactonios en fa estandanizacidn, en fas pruefas con Los suenos proflema
y en fLa sensifilidad oftenida, En cuanto a su controf de calidad, podemos califi-
carlo como muy fuenoc ya que no se detectd contuminacidn y se cumplid con otnos
requisditos como isotoniciddad, pH, se mantuvieaon a Lemperatuna faja mientaas no
se utilizaban y fas diluciones usadas fuenon adecuadas para Lo pruela de aglutina

nacién como pana La pruella de precipitacién y fa de inhilicidn de fa hemblisis.
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Ve CONCLUSION,

Del andlisis de fos datos ofitenidos se concluye que flos antlgenovs fun-
clonaron conrnectamente (con fo cual queda demostrada la hipdtesis), Lo suficiente
como para que se pueda pensan con fa continuacién en este tipo de tralajos, hasta
oflenen un nivel aliamente satisfacitonrio.

De fLas tres pruelas, fa de nmunodifusidn en gedl, es La mds econdmica,
mds ndpida y fdeil de montan. La pruela de Coomls y fijacidn de complemento, re-
sultan mds costosas, mds diflciles de montan y mds Rardadas en ejecutarnse, notan-
dose una fLeve diferencia a favor de fa pruela de Coombs.

La falla de prepanccidn y de elalionacidén de téenicas, asi como fos pro-
Llemas ondiginados porn Las enfermecdades, entre otros prnoldlemas, han provocado que
la ganadealfa ovina en fléxico no se haya desarnollado como es desealle y necesa-
Lo,

A pesan de lo crltico de fa situacidn de lu ovinocultura en México, to-
davie es posifle nescatunla con planeacién adecuada, que incluya programas sani-

tanios constantes y adecuados pura controlan este tipo de enfermedades.
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