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RESUMEN 



La revacunación es una prictic.t11 rC"Conocida por I• Norma OficiaJ Mexicana Contra 

la Brucclosis. sin embargo no se conoce cuaJ C.'!!. Ja especificidad de l.u prueba.o; 

scrodingnósticas para poder llegar a diferenciar ~vinos vacunados de infectados. EJ 

objetivo de este trabajo fue reali7..ar un estudio scrnJó~ico y bacteriológico de un halo 

bovino con problemas de brucelosas y que fue. revacunado con dosis reducida de /Jruct•lla 

abo,tu.s cepa 19. para conocer la especificidad de diversas pruebas scrolbgicas Se u1ilizó un 

hato con 72 \•acas Holstcin vacunadas con dosis normal de c-t.•pa 19 de Bn.1ct·lla abortus 

cuando tcnJan entre 3 y 6 meses dC' edad. y fueron revacunados en este trabajo con do!'>is 

reducida (3• 10"" tJ.F.C./mJ) por" 1a subcutánea de Ja misma cepa. en edad adulta. Las vacas 

se muestrearon a los O. JO, 60. 90. 1 RO y 270 dias pos rcvactmnción para realizares las 

siguientes pruebas: scrolbg1cas: T.'.UJC'ta, kivanol~ 1·ijación del Complcmcnln ( F C ). 

Jrununodifución Radial. ELJSA Indirecto y ELISA Compct1tÍ\.o. Para el C!-i.tudio 

bacteriológico se utiliT..arun muestra..~ de leche y exudado v;igrnal cuando fue posible. 

obtenidas de Jos animnlcs posirnos a las prueha.o; scrulóg1c:a~. se !-i.entDr..iron en rncd10 f·arrd 

y se les n:a.Jizaron las pruebas de 1dcnti ficación rutinarin asi cumu dependencia de 

colorantes. aglutanación con :.u111o;.ucrus monoespccifico~ y fagotip1fic.ación (Fago<> I/. f{c. 

Wb y Tb) Durante los muestreos ..J~ los dias 30, 60, 90 y 180 ta... .. pruchas dt.· inrnunoJifu...:ión 

radial y ELISA Competitivo pre!>CnLU"on valores nl1m. cn cspccifh::iJad f IOCt°oJ a diferencia 

de las demás pruebas yue tienen cspccitierJad muy baja. Las pruehas scrolc.·,~icas presentan 

los siguientes valores de c:i.pecificidad a los 270 días. Tarjct:l 77fl;-'o F.C. 83°-ó ELIS.·'\ 

Indirecto y la Prueba de Rivanol 9~~0. De los 6 animales que dieron positivo a Ja.., pnicbas 

de lnmunodifución Radial )' ELISA Competitivo durante lus ::!70 días dc:I muestreo se 

consiguió aislar Bruce/la uborru:r que se tipifico como hiotipo 1 . Se puede concluir que la 

revacunación es una herrrunicnta Util en el control de la brucelusis hovina y que las pruebas 

de ELISA Competitivo e inmunodifución rndinl son las mejores opciones pa.r.:i difc-rcneinr 

animaJcs vacunados de infccrudos en el caso de una rcvncunacic.ln. 

l. 
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La brucclosis es W"U1 cnfcnncdad infect<H:ontugiosa,. ampliamente distribuida en el 

mundo. Esle es WlO de los p:M!ecimicntos que con frecuencia son adquiridos por los humanos 

a travCs del coni.cto con animales o bien debido ni consumo .Je ulimentos procedentes. de 

animales infectados 

En México la irúa:ción por Brucirllu t1bortu.~ está an1pliarnente diSCTninad:t. 

alcanzando W"U1 mayor prevalencia en el SllTCSte. el centro y 1~ regiones costeras. Los indice!'> 

de prevalencia son merl\."ll'C'S en el none <lcl pafs. lo cual puede exrlicar~ por la."' carJCtcn~lica..'i 

ccológic:u de aquellos lugares en donde los bajos índices de a~1• .. ""tadcro impide Ulld elcvad.J 

densidad de población bovina (gW'Uldo de carne). contrario a Jo que ocurre en la.'i :r.onas de alta 

pn:valcncia en donde lu densid3d de población C5 elevad.1 propici.sndo la diseminación de la 

infección (10). 

En la nuiyoria de los estados con mayor cantidad de gan~1do hov1no lechero ~ ha 

encontrado WlU pn:valencia del S-6'% (Censo de 199S de la CONETB). 

Ln brucclosis ocasiona .. cvera...-. perdida. .. a Ja ganaderia a consecuencia de los 

siguientes concc.-ptos: abortos, infenilidad, esterilidad. muerte de temeros. disminuciún de 

mejonuniento genético. depreciación de los animales cnfcnnos y retr•L"'° en el crecimiento 

(10). 

Se emplean en general una vacuna para 1nmuni:r.ar el gazmdo bovino contra la 

bn.lCClosis: la vacuna viva atenuada de B ahort1H cepa 1 <>,a dn~1~ normal para vaquilla...-. de 4--6 

meses de edad y Josis reducida para vuquilla.-. mayores de 6 mc-.cs y "aca.,.. adulta'> 1 ~.,, CC'f)i1 

19 de B. ubortus (B 19) es un agente inmunógeno que ha. sido reconocido por más Je 30 ai\os, 

teniendo un amplio uso en muchos paises incluyendo Estados L'nidus y f\.féxico (4). 

Esta cepa es de baja patogenicidad y estable, de inmunogcnicidad relativamente alta.. 

y no se propaga de animal a animal. Esas caractcrístic.as se han n1anh:nido por la selección 

cuidadosa de Jos cultivos de siembr~ por la ptcparJción de una siembr.i original con Ja. .. 

propiedades deseada.o; para la producción de una vaclUla y por la conservación de éstas en 

fonna liofilizada. Es indispensable la apropiada vigilancia en Ja elaboración y el empico de 

esta vacuna parn lograr que el producto tenga la estabilidad. inocuidad y eficacia qui!" en 

general ha mostrado a lo largo de los aftos (2). 
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Las tlOrTJ'UlS para 111 vacuna de Rruc:dln abortu.~ Cepd t 9 (viva, para uso 

'VCkrinario)han sido Je!:.Critas por el ComitC de E'lf.pc1"10S de In Org;mir.ación Mundial de l..t 

Salud (OMS) en Patrones Biológicos; se dispone de un culfr., o de ~iernbru. original 

sar:isfnctorio para la pn:paración de 1u vn.cuna u de lotes de sicrnhru. S.:- recomicndn que en los 

po.ises en Jos que mas de un laborutorio pn.-para la vacuna de ccpa 19. ~ un lahorn.torio 

central el que obtenga y distrihuya los cultivo~ Je sirmhr•1 originalc<> y prepare cultivos de 

siembra liofili7..aJos para su distribución a los <lemas labc.>ratorw' AdCTTlá.<>, la vacuna 

fabricaJ.-¡ ror cada lahor.Jhlri<l debe ser prnhad'1. por el bhnr;1torin CC"ntra) antes Je pcnnitir SU 

empleo (2). 

La vacw1a de cepa 19 puede producirse en un nu:dio !'.4°'tliJ<, o en un medio líquido . 

éste Ultimo parn la pri:parnción de lotes en gr.in escala(~) 

La vocuna de llrw .. ·1.·lla aborlu.,· cepa. 19 en su prcscnt.:u:1nn e.Je dosis dásica para 

VDCUIUU' becerros de J .1 6 meses e.Je edaJ. <>.e h.1 elahorado en 'kxico de..Je 1951. sm 

emhargo. su empleo no ha logr.ido arraigo en nueo;.tr.t ~ana<lcna r- •t ra...-onc .. no bien dclinidas 

• aUn cuando los prog.r.irnas <le la c.anipai\a nacional "i~l.·ntc -..c-1':.1bn como nhhgat.,ri" el 

vacunar con ella u toda.., las hcccrT"il.'> Je .1 -6 n1c~e-. 1.k· edad ( 1 1 l 

Su uso en adulto-.; ha sido prohihidn dado qt1l.' c-,1,..tcn rrohkn\<L' 1.:on lo-> 111ulo-> dit." 

anticuerpos tan ck·v.:l>.1,1 .. 4uc prr,...<x:tn .aglutinac1ún en pn1ch.t"'> dia_;.!nú~th.:a ...... cc..to pr.:~nla 

dificultades al n1omcnto de diagno!->llco de la hrucelo:-.is !->in cmhJ.r~o. C!>tt.1s inconvcn1cntes 

pueden ser minimi7.adn:-. utili..r..:i.ndo la du.:;1s reducida y cn1pleandP prul.·h;L' ~crol<"•gica~ mas 

especificas después de los 10 mes.es (4). 1'..n 1941 cu.'1.nd,1 fue tntn">d1u .. ·1da c..-n 1., .. 1 .. 1.ado .... 

Unidos la vacun:ición con ccp.1 19 la do-.1.s c....ost:\ndar fue de 5• 101'1 t 'md.tdcs h1nnad•1r;i.s de 

Colonin.s (lJ.F.C.). A los inicio'i de 19HI al~uno~ c-;.t.1do~ c.trnhiar1>n a una dos15 n:ducid~1 

estandarin\ndola de 3• 1011 .a J>< 10'" U.í-".C y en IQK!' ~ descontinuo. qucd!mdo de .1....:tO"' n 

1)(1 OQ. esto en E.U. ( 15 ). Lo~ J ohjeti ... ·os que se hu.-.c..tn con la n .. """'1U1.:o.. u'in <.k la do,.. is _o;..on: 

l.- Reducir los titulos de anticuerpos pos-v.acunaJes. 

::?.- Reducir posibles efectos secwuinrios pos-vacun.'lles. 

3.- Autnenur In edad de vacunación de 4 a 12 meses. 



A pcsnr de esto WlO de los problemas más importan~ de la "·acunación son Jos Utulos 

de anlicucrpos pos-vacunn.les. y.u que esto dificuJb C'I Jial:.~óstico de ,i:nnado infccl3do. Lns 

soluciones propuestas p:trJ el pmhlcrna son las siguienlcs: 

J .-Bajar la dosis (dosis rcduci~). 

2.-Bujar fo edad de vacunación. 

) .• No \.acunar hcccrTaS en área..¡ de biJJa incidencia. 

4.·Dcs::trrollllr mejor.b en la.-. pnJeha.<i de diagnú~tJco ( J 5 J 

Lu \o'acunac:ión de ganaJl1 !<Xualn1entc ntaduro ha Je..,;"'C='Mado cucstinnam1entos ~hrc 

la posibilidad de infección con cepa \o'acunaJ en ubre pnn o.cando rirulos de anticuerpo"' 

inusuales en ~ucru y leche. Los c:-.tud10:"0 n::ali.•.adu<> <lernu-..· .. tr.i.n que un nlinimo porcentaje de 

animales presentan infec.:c1un en ubre~ t.:anto en J.t .. ·;:1cun.u:1on de "aquill•L" con10 en ganado 

adulto (:?2). 

En Jo-. pai~~ en deSJrrnJlo donde existe unp<..1s1hilaiad Je: p<1~ar 1ndcmni:r.;u:1om.:~ por 

Ja dinlinación <le b..1vino:-. rcactore'.'. ~1 hrucclosis. ~ presentan -..·on th:cu-..·n;,.:1.1 rcbai'lo .. lc.."chero~ 

que mucs.tr..in eJe..-ada.-. pre .. ak·n\.·1a ... de Ja enfenned.11.J. l.i.'> que JJC"~an en tnuchos c~L~,.., a t~t~ .. 

superiores JeJ .:!O'! G r.::~1;1:-. pn•\ ...1Jcnc1a.. ... apan.·t:cn aún <.·u..:mJo ~ curnplan e~1ncl;.in1cn1c la.-. 

nonn.a..<> Je va..:u.nac:1 .. ln tr.1d1cion.;:1J (~11. E~tu uhlig;i .1 Ou~ar titr••" rnéroJo.., aJtcm.111 .. n-. p.1rn Ja 

prott..""C...:il'ln <lel g~1do contr.t un:.. po,.1blc 1nfccc11··n. una de esta.-. .altematl\ ·'" <.º.'> fo 

revacunación. 

La rcvacuna..:ión es un.1 ht.•rrouniento1 p..~o cstuJ1ad...1 ).t yu...- no~..- -....ihc ;1 cicn._·1a ..:icna 

si ayuda o no aJ control de la hn1i.:clo!<>i ... ~1n crnh.ug:o. en la .:-ucnc.l lc\.-ht."Ta de 1 u..:1) uc1 f"du 

de Hidalgo >e tornó la dt."t.:is1ón Je: rc..-acunar a todo el g:arwLfl• a los 'J n1e~s ~1bu1cnte~ Je Ja 

vacunación. fueron apareciendo nueva.<> vaca.-. 1nJCctad;_1.., r:ocrn J pes.ar de -..~10 el prohlerna se 

redujo considcrablcn1cn1c. Se optó entonce.., en J98J por cstabJcccr un prograrna.. 

fundan-tentado en vacunar hcccrr •. 1s de ) a 6 me~~ d<.• cd.ad con la vacuflJ c~t.indar. tn.Jo .... e ... tos 

anin1aJcs serian n:" acun..""Jdo~ i.:nn dosis rcducuJa al t.•nu-.u a su pnrncr sc-rv1c10 de 1n~c:m1n.'1C1ón 

aitificiaJ. En ese año se s.acriflcarun 67 animalC'<'>. Jo que n:prc . .cnta el O.J6% de la pohlación. 

Para 1987 sol:unentc se prc!>Cnt61Ton 5 casos de vacas rr..·.actoras. es impor14Ullc: sei'\alnr que esa 

cuenca está ubicada en una tlrc-a cn7.oótica paro btucclosis ( 1 ::?:). 
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A pesar de llCV'ZU'SC acnbo esta.."I prácticas y ohtener hueno~ n:-:o;ultad<>5 fnlla más 

investigación para afinnar Ja ayucb que otor¡;a la revacunación. 

EJ procedimiento ,,ara el diagnóstico de cualquier eníertncduf dehc tener por lo meno~ 

las siguientes cualidades: ser de fi\cil ejecución • dehc idcntificaTSC" codos Jos aninw.IC"s 

reactores y ser capaz de difcn=nc1.ar entre nnirnalc._ infectado:-. y vncun.ados. 

[)csafortwllldrunente no exi! .. 1:e alm •1n•1 técnica que rrllna C!--ta.-. ca.racrcristica.-. 

Prohablcmcntc la brucelosis cuent:t con rná<0 prueh;L-. de diagnfr .. 1:ico que ninguOJ otrJ 

cnfcnncdad, sin embargo. la invcstigacilln onentad.;1 al 1..k~1.~ll1.• de nuevo"> procedimiento<O 

continua acth·arncnte. [...a..<0 dificult~ldc!i técn1c.a<i que ofrtxe c1 diagnú.,ti1 . .'o de esta enfcnncdad 

han creado la necesidad de des.anoll.ar investig:.ciones con el ar.in dc incrcn1entar la eficiencia 

de las t~nicns de Jaborutono. 

Las pruebas serulOgicas han con!>tituido una .imponanrc herr~un1cnta en el d1agn;•st1co 

de las eníenncdadcs entre otRJs a..<i~tos ror la .. rJpide.-" en que d.;m .. u~ rc:~ultado<i conJo en 

su alta efecti,,·iJad. las prueba.-. scroh\gic~L" n1á..<0 utili.7.o:td.t..'> en c:I diOJ¡!rh·,.,1"'.-0 de hrucelo<il~ ,~•n 

PRUEBA DE Ti\RJFTA • Se fUnJamC'nla en l.t pnJch.1 de pbc.a c.:on .Ulll~.:no 

ncidificado. la CU.."11 CO"-!>istía en una me7A:la del nntigcnn de placa ,·on trc" d1f~nte'> J..:id•'' 

ácido acético glacial cnnccntrado. ácid1..> láctico concentrado y ;:ícido tananco al 60º O: ~''º qla.~ 

tenia que ser prcparJdo diariamente Estos nuton.·:<. Ph'>ervnron que el pl J Je !:1 prucha dc::-.1ru1¡1 

In actividad di! las aglutlniOJs "rH• c:<.pcc,:ifo:.:a.._·· sin <..1frct.ar las "e~pt.·c1tic:L ....... E~ fa pruch.1 de 

rutina pani diagnosticar hrucelosis. es r.ipid..1, "-t.~nulla. <i.Ólo <,e m:cc-.íta d <>uerr.> y un test 

comercial para rcali:1.arla; sola.mente es cualitati"·u y puede d<.ir rnucfi,,., falso~ f"l'"itt'-os (h) 

PRUEBA DE RIVANOL.- Esta prueha fue desarrollada. pnr i\nJcr""'m (1964). ~ 

basa en que el rivnnol (que es un cQJorante de acrid1na) tiene la h.ahilidad de pn.."Cipitar las 

proteínas del suero de bovino, entre ellas las agJutininas "no cspecífic;L., ... Mcdi.tnte d u.o;o de 

cantidades iguales de suero y tma solución ni 1 ~C. de rivanol. 4u<"da un prccipit::t.do y un 

.sobrcnadantc : de este sohrenadante se dctect.."Ul exclusivamente la.<i lgG Sin embargo, paro 

que la prueba pueda ser efccti va se emplea Wl antígeno de Bru ... ·el/a ahonu..f" especial. que es 

aJtarncnlc sensible. con el fin de compensar el efecto de la dilución de los anticuerpos. r::..s un.a 
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prueba complementaria a Ja pn.tcba de tarjciu., es de tipo CWl.lltitath:a. sin embargo. puede 

llegar a dar n::suJrados falsos positivos)' negativos (6). 

PRUEBA DE JNMUNOOIFUSJÓN RADIAL.- E.stn pruchn ha sido evaluada en el 

glUUldo bovino y. en mr-nor medida en el ovino y caprino. En bovino. la prueba presenta una 

a.Ita. especificidad pani dircrenciar aninmles con infección demo'.'itruda por aislamiento 

bacteriológico de los vacunados con CqlU J 9. En el caso m .. i.s desfavorable. que o;,c: da en Ja 

,·ncunación de aJuJ1os con la cepa J9, su especificidad es Jc:J ROO/o, superior al 66°.A. de Ja 

Fijación de Complemento. Sin embarco. como ocurre con la Fijación de Complemenlo. J.a 

lrununodifusión radial puede ser positiva en bovinos vacunados en Ja ecL.uJ adulta o en estado 

de gestación. cuando k estahlccc una infección pcnn.mcntc en las uhrcs por la cepa vacuna) 

El 76.5~0 de los animales que eliminan vacwi.a B-J<J por la leche. contienen anticucrpc>c; en la 

sangre. Esta prucha ha ~ido .aplicada ni diagnóstico <le Ja hrucclosis ~>\. ina dentro de 

progr.un..a.s de control con buenos rcsuJt&.los (7). 

PRUEBA DE l::LISA INDIRECTO - r-.n ~ta prueba se ha cncontrJdo que el ELISA 

inditt'Clo (ELISA·ll w.andl' como anli8,cno el lipopolis.acárido es tan SCrt.'iihlc como !.;:is 

pruebas de Tarjeta y Fijación de Cc,mplerncnto para el diagnó$tico dc In infc.:ción por 

B.ubortus. Adenlás. al ó10ali7.ar sueros con e'ita prue~ el ELISA ha rc-suh:u.fo más e:.pc..""Cifico 

pard Ja difcn:nciación cnln.."" vacunados e infectados. En el caso de 105 animaJcs .idullo'>. d 

ELISA ha sido tan específico como la lnmum>difu..,..ión Radial y más C"!'pccifico que la.."i 

pruebas de Tarjeta y Fijación de Complemento. aunque t¡ui1poco diferencia. tot.nlmenlc 

vacunados de inf"ectados (7). 

En el caso del anhgcno no solo se ha emplc.ado J ipopolisacári.Jo, se han empicado 

células completas e mcluso cadcna--o separada. dc:I lipopolis.acárido ( 7). 
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PRUEBA DE ELISA COMPE'1Tt1VO.· Estn f'l'UCbD se hasa en el uso de la e.Sena 

•o• del liporoJisacArido de B aborhL<r como antf,ceno, conjugado con una poli-L-lisina p."1111 

darle fijación en ww placa de polic-sti~no. y In utili7'.11ci<ln de alllicm.-rpos monoclonale:!. para 

que compitan en conrra de los nnticUCl"p(•S sérico .. (20). Es altamente especifica ya que.- se ha 

evaluado c.ompiuúndolo con las pruchas de rutin.;1 en el diagm'lstico de la hnx:elos1s (tarjeta_ 

ri"·anol. fijación del cornplemcnio). C"St.:I tiene un nito i!rwlo de ~elección entre unimaJes 

infectados y animaJes vncWlndos, ln.'i inve-stig.;u:ioncs n:ciemc-.. den1uertran que tiende 3 

diferenciar el J 00%. de los animal~ infccl.Jdos )' es un•t hcrrarnicnta ntu~ ÚIJI 1..:u.111dn -.e trat.::I 

de diferenciar animales que han sido vacunados con du~1.-. reducida en e<lad adul~ sin 

embargo. cuando los animales han recibido má...,.. de UJM vacunación con dosis reducida esta 

prueba pierde su capacid.."ld de dif"crenc1ar animales ( 1 ) 

PRL'EBA lJE FIJACIÓN DE COMPLE~fENT<> - El empfn, de la prucha de Fijación 

de Complemento (F.C.) está muy generali7..adu pan1 el dia!!nóstic<l de.: In hrucC'lo .. is c.-n la vaca. 

oveja y cabra. ofrece especial interés par.i distinguir las n.::1c.:cionc"i s<"roll•!!ICil'.'i con~uti,,as .1 

la VacW13""ibn con ... acWla...o; \.'ivas y las pnxlucid;L'i por infc-cción natural (21 Lo-. rC'"!>ultado'> en 

esta pn.icba son , más cnnfiahlc~ considcr.indola cnmo Wla prurha dt.• alta scn'>1hilidad ~ 

especificidad. ya que las reacciones con antígeno. hetcn':tlog:o son n1cnore~ y In~ anticuerpo"' 

pos-vacunación fijadores del cnrnplemento de.s.ap;ln:ccn m•·L,. rúpido que )('"' anticuel'pl1" 

aglutinantes {:!6). La técnica má.."'i común para la F .C se ha-...a t.•n I•• fiJa1..:1ún en tno de O a ..i ºC 

durante 14 a J 8 h. Este mCtodo es plc:narncnte ~tisfactorio P.,"lm 111ve'itlf:ar !:1 hruce!os1s C"n 

sueros humanos, pt....,.o en los c.a."'<>s de bn1cclosis bovina rnuchos lahnr..1torios pn.-ficn=n r-ecurrir 

a la fijación en caliente durante un periodo m:b corto. ~eneralmcnte de media h<1ra a 37 "C. 

Varios factores influyen en la elección dc:I método: 

J. En gencn:ü. se considera más prñctico el empico del mélodo de fijación en cnlientc. 

2. La o.ctividad anticomplemc:ntaria de los sueros bovinos, ovinos ~ carprinos es 

ntayor que de los sueros humanos. pero cuando se empica el método de rlJ.tciún en caliente. 

los sueros de esos animn.Jcs pueden inactjvarse rcrfcctarncnte calentando a .58 ºC. mientras 

que para Ja fijación en frio deben calentarse pre\."i3ltlcn1c aJ menos ha<>t.a 60 e-e. 
3. Con la fijación en frio se obtienen títulos más altos. 

B 



4. Con la fijación en caJienre se p-oduccn con f"~ucncia. f"cnómcnos de prozona. a 

vcccs en titulo elevado. que dificultan Ja. odaplación dcJ sistrmn a un método de trabajo con 

WlO o dos tubos. r::.n fa fijación en frio. Jas prozonm: son menos evidentes (2). 

CARACTERJSTICAS DEL GÉNERO Bruc~llu 

El género Brucrllu cst.1 constituido por ~1s c:specics de las cuales /Jrucrlla ulk,,rtu.i· e'.'i 

la más comUn en ganado bovino. Est:.L,. son hactena..-. Gr..un negativas que miden 0.5 a 0.7 µ 

.de t"onna cocobacilar. no son móviles. ni fonnan esporas . "º" ncgnti\'us n Ja reacción de Ja 

cata.Jasa y positi\.·as a Ja oxiJa.o¡,a. Lu tcnlpcn:Hura úplima de crecimicmo es de :17 ºC) el pH de 

6.8. son micruorganistnos aerohios e!."trictos. algunas de l~"L"i espc:cíes y/o biotipos nccesiun 

una abnósf"era. enriquecida con CO.: (5-J~ó)) Ja ad1ciUn de suero csté,-il de terncrJ al medio 

de cuJtí,,·o para su crecimiento. sobre todo :o.i :o.e tr.it.1 Jc ;:usl.::1micntns prim.aritn (~H). Estos 

biotipos son una subdivisión de Ja..<;; dif"C'f"Cfltcs especies de bru\:"elJ<L'> a Ja.. .. "-"1.1..::1Jcs se les designa 

W\ nümc:-ro. en el c.lL<>n de Bruc«lla ahor11u se han dcscuf,1cno h•t..<>t.:1 hoy fo-. hiotipo~ 1. ~.J. 4. 

S. 6. 7. 8 y 9 (2) de Jos cuales ha reportado en Arn..:nc.1 ha..-. ta 1985 'º"' hiotÍP'lh J. :!. J. 4. tJ) '> 

): c:-n nuestro país el J y el 4 principaJmcn1e ( 14' E:"h• es impt1rtantc p.u-a los estudio!. 

epi..zootcológicos que se rc~!il'.an en l'\.féxico los cUJJcs dt.·mucstran que el h1ntipc, m.b 

importante por Ja fn.-cucncia con 4ue se ha reportado es d J ( 1 H ). 

EJ diagnó~tico bactcriuJUgico es má..<;. :o.c..·guro fk:n.l tanfado. en el !'>e aisla el 

microorganisrno a panir Je muestra." ohtcniJ.."L,. de an1maJc~ que han rC"sultJdu f>O!>lli\'o'> en las 

pruebas !'Oerológ.ica.s. Se utili7.a un mcdl<l M."lccti"'' para el pnmuaislam1ento .> postcnonncntc 

se puede cuJtivar en •tgar lriptic."Lc;.a soya. El mcJ10 scft.""Cli,,-o más uliJizado para el aislamiento 

de Brucc:Jla es el medio Fnrrcll neado en 1974 y es n:comendado PJra el ahlainiento de 

Bruce/la a partJr de muestra..<> que pudieran estar cont.""lfTlinadas (leche. placenta. ~men y 

secn:-ciones vagina.les) este medio contiene· 

J.- Base de agar Bruc1..>l/a . 

.2.- Suero de ternera estéril ni Sl?"á. 

3.- Suplemento selectivo (Oxoid SR083A) conteniendo nntibióticos y a.gentes 

antirnicrobianos como: 
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a) Bacitmcina 2S mil Unidades lntcmaciono.IQJ'ml. 

b) Polirnixina B S mil Unidades lntcmacionules/ml. 

e) Cyclohcxarnida 100 µ¡¡/mi. 

d) Vancomicina 20 µg/ml. 

e) Ácido nalidixico S µglml. 

O Nistatina 100 mil Unidades lntemaciorullcs/ml. (2). 

Otros medios de culth•o e.pecfficos par:i el n.isl:uniento de llruccl/a ~n: 

1. Mcd.io liqwJo de Brodie y Sinlons.- Este medio es usado proporcionar nutrientes a 

las bactcrins cuando tratamos de aislarlas de muestras cont<uninadas, en gcncrJI conlicne lo 

mismo que el medio FWTCIJ ~.olo que nquJ su ha..-.c es de caldo lriplicasa soya. 

2.- Medio Ruiz Castaiticdoi.- Es un medio d<.."StUTOIJ.'.M.lo en 1974 para tratar de aislar 

Bruc,.-J/a spp. de muestras de f>.augrc } otros Uquidos; con.o;.iste en botellas pequei\.tts selladas 

conteniendo medio de cuhi"º· estas son inoculada..~ con la sangre u olrn liquido en el que !ie 

quiern inlcntar el aislwnicnlo Este mélodo no es recomendable par.1 utili.r..a.r..c en matcriaJ 

contn.m.inndo. 

3. Medio modificado de Va.ncomicina-Cohsteina-Nisuttína.- Este me-dio fue 

dcsnrrollado en 1971 e incurpor.i estos antibióticos en su fumrnla es uuhz.adu para el 

aislamiento de Bruce/la º''is a J'<Ul.Ír de muestras de ~mcn, tamhién pu1.~e ser utili:r.ado para. 

el :Uslrunienlo de Bruce/la cants y otras especies de /Jruc:dla. E~ rncnos .sclecti\.o que otros 

medios de cultivo y es ra:omendado pam el aislamiento de cepas de /Jrun·//a fJ.s11diusa..'> o 

sensibles a los antibiótico~(::?). 

Hay métodos de tinc1é-n que penniten poner de relieve a las hmccllas pueden hacerse 

en frotis de metnbrunas felalcs.. con1enido gástrico de fetos. exudado vaginaJ semen de carnero 

etc. Los resultados positivos y negativos pueden confirrnarsc a mediante cuJu"·o. En gcneru.1, 

"<' utili7.:m dos métodos: 
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Mo!todo de Zkhl-Neclsen modificak>. 

J.- Secar y r._¡ar el fn>tis a la n..na.. 
2.- Ten.ir duran1c 1 O minutos con una. dil..:ión aJ 1: 1 O de la solución madre de fUC!.1ni.1 

rcnicada de Ziehl-Ncclscn (solución madre: disolver 1 g de fucsina básica en 1 O mi de alcohol 

absoluto )' agregar 90 mi de solución de fcnol aJ 5':"o). 

3 .- Lavar con agua corriente. 

4.- Decolorar con ácido acético al 0.5~·0 dur.mtc 30 SCgtUldos como m.Axitno. 

S.- Lavar con cuidadosamente. 

6.- Recolon:ar Jig~cntc (20 segundos) con azul de mctilcno aJ I '!~. 

Las bnxellas ¡mpa.rcccn td\idas de rojo sohrc fondo aLUI (:?). 

Método de KOster modificado. 

1.- Secar y fijar el frotis en la flant.'.l. 

2.- Teftir durante 1 minuto con una mcz..cla recién prepar.tda de 2 panes de solución 

acuosa saturada de safranina y 5 partes de una solución de 1 rnol/Jitro de hidróxido de potasio. 

3.- Lavar con agua corriente. 

4.- Decolorar dos \.·eces durante 1 O a :?O segundos con ácido sulfUrico al 0.1 ~1:>. 

S.- Lavn.r con agua corriente. 

6.- Rccolon:ar con azul de mctilcno ft.-nicado al 1 '!_,o de 20 a 30 segundos. 

las brucclla.s aparecen tci\idas de rojo anaranjado !i<>bre fondo azul (.'.:?). 

Para Ja confinnación de l.:i especie y biotipo de Rrucc!llu se reaJi7.an las pruebas bioquímicas 

correspondientes: 

PRUEBA DE TRIPLE AZÚCAR HJERRO cTSI).· Esta prueba se utiliza para 

determinar Ja fcnncntación de los carbohidratos (Glucosa.. LactoS.3 y Suerosa). Se usa como 

primer paso en la identificación de bacterias Gram negativas. como base de pruebas 

-.dicionalcs. 
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PRUEBA DE ÁCIDO SULFHfORJCO.- Consiste en dc:tcnninor J.a producción de ac. 

suUhJdrico a tnlvés de un. tir-. de! papel impregnada con acetato de plomo al 1 °"•· éste !IC' 

~ poc- la piaiencia del .6cido produciJo por las bacterias (2). 

PRUEBA DE UREA.- En esta pruebo se determina la capacidad de dcgmdar Ja urca. a 

través de la producción de Ja cnzuna wcasa. Dependiendo de la capacidad de degradación 

scni el tipo de Bruc~/la (2). 

PRUEBA DE DEPENDENCJA DE COLORANTES.- Consiste en scmhror en medios 

ba5C de Bruce/la (con tionina.. fucsina y safr.utlna); las diferentes cspcc:ies de Brucrllu. pueden 

ser inhibidas por la presencia de estos colorantes (2). 

PRUE.DA DE REACCIÓN CON A!\rnsUEROS.- Se utili;r.a par.a determinar el 

biotipo correspondiente o sea. se determina si la Bruc~l/a es Je tipo liso o rugoso; se utilizm 

Jos antisucros A • M. y R (2). 

PRUEBA DE FAGOTIPIFICACIÓN.- Esta prueba cunsisre en d<."lenninar que 1iro de 

fagos inhibe el crecimiento de fa bacteria. para que de ésta fonna se clasifique el biotipo de 

que se trata.; algunos de Jos fagos más utiJiz.ados son: lz. Re, \\.'by Th (:!). 
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OBJETIVOS 



-Realizar un estudio sc:rológico y bacteriológico (a pan.ir de muestras de leche) de un 

hato bo'\.ino con problemas de brucclosis n:'\-'DCunando con dosis reducida de Bruc~l/a aborrus 

cepa 19 

-Obtener la especificidad de divcna..'i pruebas scrológicas para el diagnóstico de 

bo\.inos revacunados contra la bnJcclosis. 

14 



MATERIAL Y MÉTODOS 



A.nimatn de experimcnt11eión 

Se utiliz.6 un ta.to lcchcnJ de 70 wcas Holstein. JS de ellO&S con difercnre producción 

lechera y el resto v.-quHlas de reemplazo. EJ hato se encuentra en la Fa..:uJtad de Estudios 

SupcriOl'ftl Cuautid4n. UNA.'f. localiz.ado en la antigua carretera Cu.auritlán-Tcoloyucan Ksn 

2.S. en el municipio de Cuautitlán lzca!Ji, estando rodeadas de explotaciones de ovinos. 

caprinos. equinos. aves y coOC"jos. asl como áreas de cultivo e instJfac:1otlf..'"S educativas. El 

hato bovino se cncucntrn. clasificado de :icucnJo n proJucción. nitm ... ·ro de parto de las vacas. o 

si cst&in ~ o son vacas de práctica. 

Material biológico 

La revacunación se rca.Jiz.ó con la cepa 19 a dosis reducida cJ• to" U.F,C.lml .) via 

subcutánea-

1'.ta!crial y mctodologin para muestreo 

Se obtuvieron muestras de S.."Ulgre de vena coccigca medianle tubo.; al vacío los cuales 

se centrifugaron a 2500 rpm dunmte 1 S minutos scpnrundo de ésL:l mancr.i el suero necesario 

vaciándolo en viales (Epcndof); ésros mucstn:os se n:ali7aron de funn.a periódica a intervalos 

desde el dla O n Jos 300 60. 90. 180 y 270 dftl:!I pos-vacunación. 

Mau .• "'lial parn alslamiento 

Complementario aJ muestreo de suero se tomaron mucs:tras de leche obrenida."> de Jo-. 4 

cuanos de las vacas productoras en tubo!I de vidrio c.:on tapón Je rosca previarnenle 

csrcrilizados. A partir de estas muestras se intento el aislamiento de Brucc:lln uhort1u, 

sembnindolas en medio scJccth·o Farrcll. se centrifugaron y se sembró la grasa y el sedimento. 

!.e incubaron en condiciones microaereofllica.s y nomwles. EJ rcsembr::Jdo se hizo en medio 

de C:ripóc.asa soya y se rca1izaron las pruebas bioquímicas rcspcclivas pa.""D establecer la 

especie de BrucC'lla. como 50n: producción de ácido sulfihfdrico. urca. triple an.icar hierro 

CTSI) .. Adctnib la p«"UCba de dqJcndcncin de colorantes; tionina. fucsina y safrnnina. Reacción 

con antisuero A y M para conocer el biotipo . Fagotipificación empleando Jos fagos: lz, Re. 

Wb. Th. Estas pruebas se realizaron según In técnica descrita por AJ ton)' cul. 
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Método-.dúdco 

Los resultados fueron anali:iados por el ~odo cstadlstico de X 1 

DESCRIPCIÓN DE LAS TÉCNICAS. 

PRUEBA DE TAR.JET A 

Para la realización de la Pnlcba de Tarjeta se utilizó una pif'C'Ll micrométrica.. se 

colocaron 30 µI de suero en una placa de vidrio. postcrionncntc !.e colocaron 30 µI de 

antígeno paro prueba de tarjeta., se mcl'..Claron y 5e agitaron dur.mtc .i min: posteriormente se 

observaron en W'Ul fuente luminosa; la pn::scncia o ausencia de aglutirución indicaron si la 

prueba era positiva o negativa (2). 

PRUEBA DE RIVANOL 

Se me7..clarun 0.4 mi de suero con 0.4 mi de soluci{Jn de rivanc•I. se dejaron rC'f'Osat' 

durante 30 minutos y posterionnentc se ccntri fuga.ron a 3000 rpm dwanlc 5 mm 

Posteriomlcntc se tomo el sobrcnadantc con un.a pipeta de 0.2 mi y se hu:ic-ron In~ diluciones 

concspondicntcs (0,08. 0.04, 0.02, 0.01 y 0.005 mi) en una placa de vidrio. se agregaron ~O µI 

de antígeno para prueba de rivanol, se meT...claron e.Je n1cnur a nta} ur com:entrnción • se 

agitaron 4 veces y Se! dcJÓ reposar en un estuche para prueba de nvanol durante 6 minutos~ 

postcrionnente se observó en un:i fuente lun1inos..'l y se r..:aJi7 . ..-Í la lectura (6) 

PRUEBA DE INMUNODIFUSIÓN RADIAL 

Se utilizaron portaobjetos limpios y desengrasados. se cubrieron con gel que contcnia: 

n) Solución de o.nligc:no de hapteno nativo ( 1 µglml.). b) Solución de lnrnunodifusión Radial 

(IDR) de gel e) Solución amortiguadom de glicina. Se hicieron pcrforaciol'le"I en el ngar en 

tüleras de 6 mm de diámetro y con wm separación entre ellos de J mm aproximadamente. Los 

sueros se dispensaron (0.02 mi) en los po:z.os y se dejaron incubando durante 24 h a 

temperatura. ambiente; al dia siguient.c se n:aliz..ó la lecttlnl. 
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PRVE9A DE EUSA INDlllECTO 

Se n:ali.zó sot.e microplacas de polic5tircno de 96 pocillos de fondo plano. Tras una 

titulación pi'C'Yi .. el Lipopolisac6rido (LPS) liso de B. abortus se empico a una conccnlnlc:ión 

de 2.S ma/rnl en solución arnor1iau-la de carbonatos (0.06 M plt 9.6). La -1..sorción se 

consiauió ~ a los pocillos 100 µl de esta solución e encubando durante 24 h n 37 •e . 
El anlie,eno no .borbido. se retiro medianle J lavados con solución a.mortigU.SOra de fosfatos 

(POS) adicionado con un detergente en este ca.."K> se uso Twec:n 20 y con esta 50lución (PBS

Twcen) se rcaJizaron los la.vados. se sellaron las placas y se guardaron a 4ºC. La técnica se 

realizó corno SIC de9cribc a continuación: 

A. Incubación cJc 1 00 µ.l de suero prnblcma. diluido en PBS-Twec:n. de 1 :200 n 

1:1.600. durwlte 60 mina 37 •c. 
B. Lavado de l&9 placa con los sueros con POS-Twt...:-n. 

C. lncut>.ción (60 m.i~ 37 ºC) de 100 µI de conjugado se empico a.nti-JgG bovina 

obtenido en conejo con pcrox.idasa. 

D. Lavado 3 veces con PDS-T"''CC'fl· 

E. Adición de 100 µ1 de sustnsto e incubación durante 1 5 min a temperatura ambiente. 

Como sustra1.o se empleo ácido 2-2 a.zinobis. 3-ctilbcnz.otiazolina sulfúrico (ABTS. S.5 mg en 

50 mi de Solución amortiguada de citrato O.OSM pH 4. mas 19 id de agua oxigenada al 

1.2•/u). 

F. La lectura se realizó a los 15 ntin.. sin detener la reacción. a una.)... de 405 nm en un 

cspcctrofotómctro múltiple. pro"isto de wt registrador de datos (7J. 

PKVEBA DE ELISA COMPETITIVO 

Se utili7.h lipopolisacárido como antígeno pegándolo en placas de policstircno a una 

concentración de 100 µg diluido~ en 100 µI de solución amoniguadora de carbonato al 0.06 

M. pH 9.6 por po2:0. durante 18 horas a 20 ºC y conservándolas en conaclación n .:?O ºC. 

Antes de usar las placas fueron delconacl.tas a 37 ºC durante 30 a 45 minutos. Se lavaron 4 

veces en una solución amortiau-d<Jra de PBS Tween al 0.1 M conteniendo 0.1 S M de NaCl y 

O.os•/. de Twecn 20 para remover el sobrcnadantc del antígeno. Se adicionaron SO µI de suero 

en conccntrm:ió~ 1:10. diluido en POS conteniendo 7.5 rnM de sal de ácido etilcndiamino 
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tctrJCético disoJium (EDTA) y Ac:iJo ctilc:nglkol·hi!'S (l\-;uninoe"til étC'r}- tctrncctíl (EGTA). 

seguido SO µ1 Je AntiCUCfJlOS moooclonaks. ?rr-1K4, tanibién diluidos en PUS con 

EDTNEGTA. todo fue adiciunado por duplica.Jo. Se u1ili:r . .aron c1a.1tro contrulcs: un suero 

con altos titulos de una vncu infcx:tada con R ubortZL'li. un SUCTO con bajos títulos de una vacn 

inrnunizndll. Wl sueru Je: un animal negativo y un control hl..incn (solo anticuerpos 

monoclonales y PBS). La placn fue: incuhada pt"'f ~O minuto-. J 20 "(' y lavada 4 vecec; en 

ras t"-ccn. Fueron agrc~.ados antu:.:ucrpn!. punti1..:J<Jos afine!> a 1.1 .u1t1-lgli Je ratún uhtcniJ.u~ 

Je e.abro.; 100 µI Je un.:1 dilw:ión en PUS en e.ufo f"'."'·'n y~ 111..:uho P.'r- 10 minuto:-. Dc..,pué-. 4 

lavados adicional~. el ~11 .. c;tratn (1.0 m!\.1 de llzOz) 4 m~t de: r\.f\l-S) fue adicionado y~ 

dieron continuas ugitacion~ circul.lTC"s por 1 O minuto-. Se uttluu una ;;._ de 414 nm para 

obtener la densidad óptica. Los Jatos~ presentan c .. 1mo "o Je inl11hi1.."1ón relativa a el control 

Aquellos sueros que dahan un valor de JO''·;, de 1nh1h1cion o rn.t" íucrun con ... 'io1dt..7'"Jdoc; 

positivos y fueron rccxwninados. (::?0) 

Se rcali.r.ó la técnica en caliente para l.1 cu.al se uult.?O, nm:ruplac~L'> de pl.lstico con 

fondo en l.I la técníca se rcali:rú de In ~11-tu1cn1e manera 

a) Se rcahr.aron 5 Jiluciones de caJ;1 nu1e:;;tr.i de !..ucr•, y un 1...·ontrul paca medir la 

actividad complc1nent.ari::i de .:;:uJa suero 

b) Se diluyó cada niucstra de suero c..·n una relación 1 5 utili.r .. m1.h• l) 6 rnl Je SSF ) 

0.1 S rn1 del suero prublcrna irl3.ctJvado 

e) Se dh-pu.sicron los sueTOs en po.r .. os. wia hiler.:1 p.otr.i c.o,J,, suero .it pn1l")Jf"SC. 

ag~glUldo con una pipeta automática 0.:?5 mi de diluyente a ~1d;1 po;r • .., exceptuando el 

primero de cada hilera ... 

d) Con una pipeta se cxtr.ijo 0.5 mi de: la primera dilución Je su..:ro y ~e colocnron 0.25 

mi nJ primer po.r..o y 0.:?5 mi al segundo, mezclando éste para pa.s.;tr 0.25 al siguiente. 

repitiendo la opcrnción hasta. llegar ul numero 5. del que una vez efectuada lu mezcla se 

desecharon 0.25 mi . El po:r.n ni.amero S que corresponde al sUiero inactiva.Jo. 

e) Se agrego 0.25 mi de antlgcno dc:bidamenle diluido a lodoc; los tuhos. El 

complemento se conservo frío miMltras se distribuyo. 
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Pmu verificar el grudo de actividad del complemento se prepararon 4 tubos testigos 

con O.OS mi de complemento en O. 7 mi de diluyente cuda uno; el complemento se ugrcgo 

cuidadosanicntc con una pipeta de 0.1 mi. estos testigos se prepararon en tubos de vidrio. 

O Se conservaron las pluca.'i pn>hlc1na y los tubos testigos a una tcmpcr.nurn de 3 7° 

C durante 30 minuto5 en bal\o maria. 

g) Se acrcgó 0.25 mi del sistcmn indicudor (eritrocitos de camero) a todo!> los po;r.os 

y a los tubos testigos. 

h) Se incubaron las phu:a."" y lus tubos en b..1.i\o maria a 3 r C durante 30 min . para 

completar la pru.eha. 

i) Se ngregó 1 mi de diluyente friu en cada pozo y tubos de la prueba se 

centrifugaron las placas para obsen.·ar el grado de hcmolist!> 

Los resultados se clasifica.ron como [Xl"'lfrvos y ne~ativos dan.Jo como po,.itivos a 

los sueros de los animales que dieron títulos ma)on:s a 1 ·s (2) 

REALIZACIÓN DEL ~1EOIO FARRELL 

Se prepara 1.:i base de agar hrucdl.t en una propc.•rc1,-.n .Je ~Jg.11 L t..k· agua destilada se 

mezcla y ~ ~..,ne a calentar hasta que clarifique. Je~pues se csterili7.a por autoc:lavc 

mientras tanto. se resuspcnJc el suplc:mcnto selectivo de nnllhiócicos en 1 O mi de una 

mezcla de 500/o <le agua destilada estéril y 50"0 de metano! mantenién.Josc Je 1 O a 1 5 

minutos a ten1pcratura an1hknte. una vez estéril el medio ~e le Jeja enfriar y [Xlstenumicnte 

se al\ade :?5 mi Je suero de tcn1er.i estéril por ca® 500 mi de medio mñ.s 1 O mi del 

suplemento selectivo. Se: homogcni7.a procurando no hacer espuma y ~ d1!>pen.c,;.a en placas 

no muy finas. 

IDEf'.o"TIFJCACIÓN BACTERIOLÓGICA DE LAS CEPAS AISLADAS 

PRUEBA DE TSI 

En un medio de: TSI se sembró la bacteria por picadura y estría. se incubo a .3 T' C 

por 48 h. después de Jo cual se hizo In lectura correspondiente. El género Brun!l!a da 

resultados negativo. 
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PRUEBA DE UREA 

En un medio base se agregó una solución de urca ttl S"Y • • )' un indicador de pH (rojo 

de fcnol) • este es vaciado a lubos de cn5.3yc y se dejnron que solidificaran en fonna 

inclinada.. la bacteria fue scmhrad3 por estría y se incuho a 37" C por 24 h. El género 

Bruc .. ·lla dio un resultado positi'\O C2L 

PRtJEDA DE ÁCIDO SULnllDRICO 

En un medio Je agar brucdla incJinndo se sembró l.'.1 baclena por estría. Junto con 

esta se colocó en el interiol" una lira de papel 1mpn:gnada con acetato de plomo, el tubo fue 

puesto n incubar durante 48 h a 37° C. Pa.rn la especie ahortu.\· Ja prueba dio positiva 

(observándose In tira de papel de un color negro intenso) (2). 

PRUEBA DE DEPENDENCIA DE COLORANTES 

En un medio base de agar sangre se hicieron diluciones de los siguientes C(•lorantc!'>: 

Tionina en una ~un1.:cntrai.:1<..Hl .t.I O.l~o (.1125,UUU, 1150,000 y 1!100,000). Fucsina en una 

concentración aJ 0.1'% (1150.000 y 11100.000) y Safr-.J.nina en un conccntr:u.:ión al 1%. 

(1110.000). Estos n1cdws tUcron !>C'mbrudos con un hisopo impregnado de: una suspensión 

bacteriana a1ustada a una conccntrnción de 0.9"' 1 OQ U.F C./ mi. se incuban a J7" C f)\1r 48 

ó 72 h. Dependiendo de el crecimiento en las diferentes concentraciones del colornntc:. se 

puede conocer el biotipo del que se tratn . 

PRUEBA DE REACCIÓN CON ANTISUEROS MO:SOF.SPECIFICOS 

En micn>placas de plástico se ngregnr-on en cada columna 40µ de soluciOn salina 

fisiológica y. posterionnc:ntc se agregaron 25~d de una suspensión bactenana con una 

concentración de l 1lOQ U.F.C.lml. luego se agregamn 10µ1 de antisuero ()'se real1.zaron 

dituciónes: 1 :5. 1: 1 o. 1 :20. 1 :40, 1 :80, 1: J 60). DespuCs se procedió a incubar las placas a 

37° C durante 24 h. El antisuero que dio el titulo más aJto indico el hiotipo al que pertenece 

la bacteria. 
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PRUEBA DE FAGOTIPIFICACIÓN 

En un medio de base de na- sanare se marcaron diferentes Une.as una para cada 

cepa a probar. con un hisopo impregnado en una suspcnción bacteriana a la misma 

concentración usada para la. prueba de los antisucros postcrionnente con una jeringa 

insulinica se aai,rcgo en medio de cada linea s.embrad.:l una gota de una suspensión de fagos 

.:1 una concentración de l .. ¡o" (dilución corriente de prueba). postcrionncnlc: se incubo a 

27° e durante 48 a 72 h. La presencia de lisis ~ interpreto como lisis total, parcial o nula. 

para Jos fagos \\'b, 10. lz y R/C. 

PRUEBA DE SENSIBILIDAD A ANTIBIÓTICOS 

Complementario a las pruebas bioquímicas se rcali7o el s.emhr.ido de la cepa 

problema en medio con S U.JJml de penicilina para determinar !U la cepa era vacuna! u de 

c:impo ya que esta última puede crecer en presencia del antibiótico (2). 
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RESULTADOS 



Las ¡wucbas de tarjeta. rivanol. ELJSA·I y fijación de cornplemcnro son las que 

detectan una mayor cantidacl de rcnclol"'CS positivos. de los JO a los 270 días pos-vacunación. 

En contn:L~e IAS prucba."I de ELISA-Compctiti'\"o (ELISA-CJ e IDR prc">Cntnron un menor 

número de ..Umales positivos (cuadro t ). 

A los 270 días pos·vacunadón la pnJCha dc tnrjct.., prc~nto un 50""/ .. de reactores 

positi"'os. un Jlo/o la pnieba de rivnnol. un :!CJG,'í. la pnicha de- El.IS/\-1. y un 450!!-'u par.1 la F.C 

a diferencia de las prueba.-. dc ELISA-C e IDR que prc!ient.aron un H" ~de reactores positivos 

a los 2 70 dias. 

En la especificidad de las pruebas diagnósticas puede nprct:iar que las pruebas Je 

ELISA-C e IDR presentaron un porcentaje del 1 00'% a Jos 270 día. .. cada una y la.o; prueh.L,. de 

tarjeta.... rivanol. F.C. y ELISA-1 p~ntaron un porcentaje dd 53"!ó, 74'% 59"!ó '."' 7ú'!c. 

respectivamente lo que indic .. 1 que una gran difercncta en cuanlo a c~pccific1dad entre Ef_JSA· 

Ce IDR y las demás pruebas (cuadro :2). 

La sensibilidad y especificidad al di.a O muestr.tn que Ja. .. pf"l.lchas de tarjct.a e ELISA·I 

son las ntá..< .sensibles con un 1 00°/Ít cada una. en c~nbio las pn1eha..-. m<is e:o;pecifi1.:as fueron 

ELISA-C e IDR tambiCn con un 100 º/e cada una. (cuadro J). 

En cuanto a los ""ªlores preJicuvos ohscrvarn ... 1s que al dia O ante..'"!" de la revacunación. 

la mayoría dc la..,. pn.lehas tienen 1 ()()"!-O de .,,.aJor prcdicttvo po~itivu y ncgati\"o. excepto en el 

caso de F.C. e IDR con una d1ferenc1a minim.u en su ""alor prc<licfrH1 ncgntivo (9<~:>) ((.:11.adru 

4). Por el contrario los resultados del valor prcdict1.,,. ... 1 al dia :?70 pos-rcvacun.'.lC1011 mucstnm 

variabilidad en sus resultados. ya que solo la IDR y ELISA-C tienen 1m valnr predictivo 

positivo del 100°/o mientras que las pruebas de tarjeta. rivunol, F.C. y ELISA-1 tienen un valor 

predictivo negativo del lOO'Yo (cuadro 5). 

En el muestreo bnsaJ se presentaron reactores en todas Ja.,. pruchas. aunque en dttCrcnte 

nürncro. dado que algWlOs anima.les prc:scntan 'estigios de la inmunidad que adquirieron en 

su primera vacWl.tlción y en otros se aisló Ja bacteria lo que detcnnino que nlgunos unimalcs 

se encontraban enfennos. 

Los positivos que: se detectaron en el muestreo basal por las pruebas de ELISA·C e 

IDR.. son las seis vacas de la.s cuales se consiguió el aislrunicnto de flr1'cdla aborrus a partir 

de muestras de leche . 
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Las pucbu bioqulmica.<11 muestmn que Lu bacterias aisladas de las mucstras de leche 

$00 Brw::clla ahortus biotipo 1. ya que rcsuho posith'a a las pruebas de pr-oducción de ácido 

sulfitúdrico y urca y negativa 11 la prurbm de TSI (uiplc azúcar hierro) y se determino que se 

uataba del Biotipo 1 eq>ai de campo ya que hubo crn:imicnto en presencia de los colorantes 

fit:sina y safranin.111 en todas sus concentraciones. además de reaccionar con el antisucro 

inmunocspccifieo A y presentar lisis en prescncia de los fagos lz. Wb y Tb. la confinnación 

del tipo de cepa fue rca.lizad.a por el crccimiento en prescnda de antibiótico que en este cuso 

fue positiva (cuadro 7). Estos rcsuJtndos fueron comparados con lo que rn3rea la literatura 

(cuadro 6). En b.'lSC a estos aisl.unientos se determino que la prevalencia de hmcelosis en el 

hato era del 8~ •. 

El an:Uisis de X 1 mostró dikrcnc1a significativa comparándola cntn:' las diferentes 

prucbu. 

25 



TOTALES DE ANIMALES POSITIVOS POR MUESTREO 
TIPO DE DIA DIA DIA DIA DIA DIA 
PRUEBA. o 30 60 90 180 270 
PRUEBA DE 21 68 63 54 49 26 
TARJETA 
PRUEBA DE IO 65 SI 4S 27 16 
RJVANOL 
INMUNODIFUSI-
ÓNRADIAL 

6• 6• 4• 3• 2• 4• 

FIJACION DEL 17 6S SS 53 32 23 
COMPLEMENTO. 
ELISA 16 44 33 8 22 15 
INDIRECTO 
ELISA 6• 6• s• 4• s• 4• 
COMPETITIVO 
AISLAMIENTO 6• 6• s• 4• 5• 4• 
TOTAL DE 73 70 66 S8 S9 SI 
ANIMALES 
·----~ ,.__ LI ~~ clil-"'*" __..,...,. .,..,.. )'•""""' '*"""- * io. &O dio ale- <k ~ Mruft ..-.nf"tcai.;,. p.• dn~ .._......~. 
~del;fOIC'.,_,.~"°indor)'Qlla•.._.....,.,.wc. 

CUADRO 1. En este cu.adro se apRCia I• diferencia e"TUTe el nUmero de rt"a..:flvos pcH.nivo ... • las d1fn"CT1.ICS 

s;wucbas sero'6cicas; vanos que las pn.icba_, de IOR y ELISA-C muestran I~ miunm. tl!'.OK'IOO:-S que a su \.ez 
coinciden con lO!i aislamientos. 
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ESPECIFICIDAD EXPRESADA EN PORCENTA.IE DE LAS 
PRUEBAS SERÓLOGICAS DE LOS ANIMALES REVACUNADOS 

CON /lr1«:,ll• •bar11a CEPA 19 
TIPO DE DIA DIA DIA DIA DIA DIA 
PRUEBA. o 30 60 90 180 270 
PRUEBA DE 70 2 5 7 18 53 
TARJETA 
PRUEBA DE 94 7 24 22 59 74 
RIVANOL 
FUACIONDEL 83 15 18 9 54 59 
COMPLEMENTO 
INMUNODIFUSI-
ÓNRADIAL 

100 100 100 100 100 100 

ELISA 82 37 40 92 68 76 
INDIRECTO 
ELISA 100 100 100 100 100 100 
COMPETITIVO 

CUADRO%.. Aqul se puede apnc1arquc las J>f'UC'b.s die IDR) ELISA·C 1tcflC'fl una alta ~1ftctdad (100-·e) a 
todo lo Largo del trabajo. cosa que no MJCCde con '-" dcm.a~ pruebas s.crol6g1cas ya que su npt"Cific.dad vana "1 

la. difenntcs muesuc;os 
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SENSIBILIDAD V ESPECIFICIDAD DE LAS DIFERENTES 
PRUEBAS SEROLóGICAS (DiA O) 

TIPO DE SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD 
PRUEBA (%) (%) 
PRUEBA DE TARJETA 100 77 
PRUEBA DE RJVA.'iOL 83 93 
FUACIONDEL 83 83 
COMPLEMENTO 
INMUNOOIFt'SIO~ 66 100 
RADIAL 
ELISA-INDIRECTO 100 84 
ELISA~OMPETITIVO 83 100 

ClJADRO 3. Se- obscnra que c-n el di.a O las PfUC'bas m.ts sensibles son la pc-ueba dC" tarje-ta y la prueba de 
ELISA~I. en cmnbio las pruebu mas e5.pec:1f'"k:.U son IOR y ELISA-C. 

28 



•v ALOR PREDICTIVO DE LAS PRUEBAS SEROLÓGICAS 
DE LOS ANIMALES ••v ACUNADOS 

TIPO DE VALOR PREDK."TIVO VALOR PREDIC."TI VO 

PRUEBA rosmvo c•/o) NEGATIVO C~"G) 

PRUEBA DE TARJETA 100 100 
PRUEBA DE RJVANOL 100 100 
FIJACluN DEL 100 99 
COMPLEMENTO 
INMUNODIFUSION 100 99 
RADIAL 
ELISA-INDIRECro 100 100 
ELISA-COMPETITIVO 100 100 . d u R ~al&.a'.lldo - baac ...... obwntJ<> *' ~ - ')oc.. 1 ·-• •°""o-.. de la ~ ... ec-.:ldn 

CUADRO 4. En ~le cuadnJ ,,e apn:c1a quc lodu las pruebas licnC"n una alta Pf'Ohab1fldad de que sus 
resul~ s.ean los correcto'I. ya que todas urnc pc>f'Centajcs ahos tanlo en valor pred1c11vo pos1t1"0 que en 
M&lSliYO. 
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VALOR PREDICTIVO DE LAS PRUEBAS SEROLÓGICAS 
DE LOS ANIMALES *REVACUNADOS 

TIPO DE VALOR PREDICHVO VALOR PREDICTIVO 

PRUEBA POSITIVO C•ó) NFG.-'\ l,VO (•/.,) 

PRUEBA DE TARJETA 28 100 
PRUEBA DE RIVANOL 35 100 
FUACION DEL 31 98 
COMPLEMENTO 
INMUNODIFUSION 100 100 
RADIAL 
ELISA-INDIRECTO 35 97 
ELISA-COMP&TIHVO 100 100 

•Utai70prtt...-.n..-.;..,....-. 

CUADRO .5. Se obs.erva que il d1fct'cnci• del cuadro antC'fior aqu1 l.11 m.;a~ orla de '""" rruebas tlC'ncn rcs.ultadCK 
v.,-iables exceptuando a l.u pn.icbas de IDR y ELISA-C ya que estou tienen un porcC'nt.:IJC' de "•lor pred1cii,,.o 
positivo y ncpli\lo del 100 %. 
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RESVL TADOS DE PRUEBAS BIOQVIMICAS REALIZADAS 
A LAS CEPAS AISLADAS 

NUMERO DE VACA 
PRUEBA 108 121 128 132 153 
BIOQUÍMICA 

TRIPLE AZUCAR - - - - -
HIERRO 

PRODUCCION DE Ac. + + + + + 
SULFHIDRICO 

UREA + + + + ~ 

DEPENDENCIA DE 
COLORANTES 

TJONINA 
1125.000 - - - - -
1150.000 - - - - -
11100.00 - - - - -

FUCSINA 
1150.000 + + + + + 

1/100.000 + + + + + 
SAFRANINA 

1110.000 + + + + + 
REACCION CON 

ANTISUEROS 
A + + + + + 
M - - - - -

FAGOTIPIFICACION 
lz + + + + + 
Re - - - - -
Wb + + + + + 
Tb + + + + + 

CRECIMIENTO EN + + + + + 
ANTIBIÓTICO 

CUADaO '7. En este cuadro - pueden apreciar l<H resultados de las puebas bioqu1micas len cual~ nos 
bldkan que se u.a de un D~/Ja abol-1.u bitipo 1 cepa de campo. 
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DISCUSIÓN 



Pinochct y col (1991) Realizaron un trabajo en el cual revucunb hembras adultas con 

dosis n:ducida (4.5"'101 U.r.C .. ) yfa conjunfr1.a.I. que hablan sido 'l.'11cunadas entre lo~ J y 8 

ml!SC'S de edad con dosis completa de B uhortw cepa 1 CJ. Formo 2 grupos, uno 

experimental al cwtl se Je aplico la revacunación y un grupo control, se rcu.Ji7 .. nron 

mucstrcos periódico~ y se lleva.ron acabo pruch.as sc:rolt'•gi"-·a...., para dar scKuimicnto a IJ 

curva de anticuerpos, ob!.Crvo que a pesar de la alta prc.·'I. alcncia de la cnfcrrncdad no :..e 

pn:scnL!lron cnsos en lo!'O aninu1Jcs revacunado!>, cosa 4ue no succJi<'> cun h1'> nnirnales 

testigos ya que algunos de ellos se infectaron (:?J) En d ca~o de el tr01hajo reali;.ado en Ja 

FES-C se plantea un.1 situacrón !>imdar y;1 que animales de un c?>tahln C'n una ..-una de ah.

prevalencia de hn.acC'lo'iiS, "acunadc>?> entre J >. 6 me .. cs de cd.1d se les aplico una 

revacunación con dosis re..Jucida pero en este i:asu fue J .. 10" U.F.C por via subcutánea. 

además a diferencia del trahJJo Je PinochC'I no !>e conló con un gru~• tc~11gu y se n:ali; .. aron 

S pruebas diagnó .. tic:as para dar seguimiento También ca!x- dcstac•tr que el hato de J;1 FES

C se encuenlra en una zona donde l.i prcv;ilcncia e~ n1ui.:h~• n1cnor que donde ~e "-·ncnntrahan 

los animales del estudio de Pinuchct; pe~ a esto huho ruucha "iirnalitud con lo·, resuh.1dn~ 

obtenidos en este lrnbajo ya que no se cnf.'.ontraron nuevos re.:i..::1urc'o .:1 l.1 cnfc·rn1ed.1d 

después de In n.:vacunación. Flon:!> ( 1985) re.1!1Ló un trahajo en el i:u¡1I 'l..t1.:un1"l bt.·cerras Je J 

a 6 meses con dosis normal (5-6 ~ IOq U F.C) de cepa l'l Je ll ah•·rtrn en la cucnc.a de 

Tiz.ayuca Jlidalgo. sin cmhargo. al observar que Ja prcvalC'ncia aumL·ntó '.lo quL· el número rJe 

vacas scropositivas se in..:rC'mentai.1a .al igual que el aislainiento de .:c.·p.t~ p.:1t1"1gcnas Je 

Brucdlu. se decidió revacunar tod(l el ganado con dosis rcducid:1 ( l · l lJ ... ti F.C 1 por "·ía 

subcutánea aJ mismo tiempo que se hicieron más estrictas las medida!> preventiva.-.. e~to 

repercutió en una dramática baja en el nUmero '-'e animales desechado"> por c~tc concepto: 

de una población en 198.:? de 18.456 bovinos ccm un total de animales eliminados ¡x..,r 

brucelosis de l, 183 a una población en 1983 de 18.425 con un rotal de animales eliminados 

de solo 145 ( 13). Esto ~ rcsuleados son parecidos a los de este trnh<.ijo ya que antes del 

pros;r.unn se h.ubia aislado ll.uhortus de 6 animales y al termino del 1rahajo no se 

presentaron nuevos ca.sos. 
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El uso de la revacunación es indiaido pata hatos localizados en zonas cnzoolicas de 

la enfermedad en donde los animales se encuentran en nmyor riesgo de contraer la infección 

y cuando la 'mcwUM:ión lanica con dosi!'> nonnal a veces es insuficiente par.a la prevención 

como Jo dcmostnuon anteriormente Pinochct :!-. Flore"-. La rc,·acunnción provoca W\11 

respuesta irununc secundaria nsf como el :sumcnlo de la cantidad de anticuerpo~ que lo!> 

animales pa.'411 n su.."' crius. 

La prueba de tarjeta es la prueba tarnu: para el drngnó"itico de la hrucclos1s bovina 

según la Nonna Oficial !\.fexicana (N.D.M.) comra la t>ru,:closis en la que se establece como 

prueba tanli.7 .. mostró en este trabajo un porcentaje de n:actorc"i del 95.4'% a los 60 días po~

rcvncunación. lo que difiere del trabajo de Pinochct ( 1QQ1) que reporta un porcentaje del 

30.6o/o de reacturcs positivos a los 45 dias pos-rc'\ncunaciún (23). El mayor porcentaje de 

positivos en nuestro u-..ah.i_jo se atribuye ,a que la vacunación en el 1rab~1ju de Pinochct fue 

conjuntiva) y no subcutánea. Ya que- la 'ía conjunll'\ al provoca una menor respuesta de 

anticuerpos aunque esto no merma la protcL:ción Suarez (1993) de:-.cribe a la prueba de 

tarjeta. como una técnica usada de rutina para C'I d1agnó!>t1co. sin embargo los resultado~ que 

se obtienen no "'ºn confiables por el altti nlamcro de falsos negativos (~7). Fstl-. puede 

observarse en el presente tr-a~ajo ya 'lue nue' e me-..e .. despué.'i de lo. rc:vilcunac1ún 'iC 

encontraron 26 animales de h~s cuales solo 4 fueron ..:onfirtnados ¡x-.r ai!>l&unicnto de un total 

de S 1 animales. 

Dohol y col ( 1 Q86) describieron la gran especificidad de la prueha de: fijación del 

complemento (cerca de un 1 OOº·G) parn el diagnóstico serológico en bovinos no \.'acunados 

(9). Nicollcti ( 1976) en un rep._-.rte preliminar sobre Ja eficiencia de la vacunación del 

ganado adulto usando cepa 19. reporta que entre loo;; 7-9 meses después de una vacunación 

con dosis reducida Jos titulos de anticuerpos en lu prueha de F.C. desciende de íorma 

significativa (21). Sin embargo en el caso de el hato de Ja FES-C la prueba de F.C. obtu'\o 

Wl 45% de reactores positivos 270 días después de la rcvacuruación. Díaz y Blasco (1986) 
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reporta la excelente especificidad en la distinción de animales infectados de vacunado~ con 

cera 19 cuando la vacunación se practica. entre los J y 7 meses de cJaJ (H). Pcn> en el caso 

de la rcvocu.na.ción no hubo tal especificidad ya que a los 270 diao¡ ros-rcvacunac16n. al 

igual que la pruebm de tarjeta ln F.C. presentaba un número importante de rcac1ores 

rositivos. los CLl.:llcs l:i mayoria (54°A1 a los :!70 dia"i) no concuC'rdan con tos animales 

positivos a aislainiento. Esta pnaeba cst..'\ cunsidcr.ida por su alta ~n-.ihilidad. sin ctnhar~o 

al momento de difen:m.:iar entre animales vacunado ... de 1nfcct.1do.-,, -.u capacit.fad ~s muy 

pc..'lbrc y las mismas canictcristica"i ~ prcscnt~n en anirnaks rcvacun~1do-.. 

Suthcrlnnd (198S) demuestran que l.t prueba de El.lSA-1 tiene una mayor 

sensibilidad que la F.C. ya que desafio vacas que habian sido vacunadas con cepa l 9 de JI 

uborru.." de .3-6 meses de edad, estos animales fucmn muestreados por desafio y se oh-..crvo 

que In respuesta c..·n la ELISA-1 fue mayor que la F .C yn que se <lcto:c:tarnn anticuerpos 

durante un periodo significati,..arncnte largn (:!9) Este trabajo <liticn• del hecho en FES-C 

con lo. rc,.·acunación. porque la prueba de F.C. tuho una e->pccificidad del 43~~ mayor que la 

ELISA-1 que fue del 28°r. al fim1l Jel trnhajo. en c~te ca-m la prueha de ELISA-1 tuvo un 

29°/a de reactores positivos a los 270 días po~-re,.·acunación. Urmenta ( 1'>88) proho vario, 

tipos de antigenos paru la prueba de ELISA·I y observo que en sueros diluidos 1 :400 

utili7.nndo hapteno nati,..u )' LPS ~orno anti geno no hay d1fcrem.:1a s1gnificati,..a. ~a 4uc 

detectó los anticuerpos vacUnalcs e intCcciosos contra B ahortu.,·. e'to.; aninmles fueron 

vacunados con dosis clásica de cepa IQ (30). En el prcsc:ntc trabaje' ~e utBi;r . .o el LPS comn 

antígeno pnrn la prueba de ELISA·I con lo~ resultados ya antes mcncion•u.lo~. 

Nicoletti (1976) observa que la prueba de rivanol es una buen.a opción par.i 

diferenciar animales vacunados de infectados. después de la vacunación del ganado .adulto 

con dosis reducida • sin embargo no menciona la especificidad que obtuvo en la prueba 

(21). Reyes (1996) mencion.3 una cspc:cificido.d del 95°/a n los 210 días pos-vacuno.ción.. en 

el ha.to de FES-C; sin embargo en lo. revacunación. la prueba de rivanol fue poco efectiva ni 
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difc:n:nciAI" ,,-acunados de infectados ya que también a los 270 dfa."1 se ohscn.·o una. 

especificidad del 85ª/a (2-1). Es.to se debe a que en ID respuesta secWldaria inducida por Ja 

segunda vacunación que se aplicó, se provoc.a Ja producción de anticucrpus Je tipo JgG en 

grandes cantidades y en cantidade~ menores l¡;M ( 16 • .:=5. 31 ). Por esta razón posiblemente 

Ja prueba de rivmnol ul sc=-r selecta""ª para detectar anticuerpos lgG de upo ""infecciosos·· 

reaccione ante los producidos por la revucunacion prnvocanc.Jo resultado~ ralso-. pos111vos. 

\."ario:-> autores han trabajJdo con la prueh:t de JDR observando su ~lw e~pc:cificidad 

(80"Vit por lo menos) en ganado bovino tanto con dosis norrnal L'.on10 con do!<>i-"' reducida de 

cepa 19 (3.5.6.8.16.). Esta especificidad e ... tan alta. por el uso del hapteno nativo en Ja 

prueba. Bcnn:t.n y Jones (IQ7Q) ohscn.·¡uon que el uso de haptcno nativo en una solución de.: 

gel de agaros.a conteniendo un 1 Oª·D de NaCI predpit.u. rapidan1ente los ..1.nt1cucrpo .... tan hien 

como lo ha.ria el Lf>S; solo que el h~1ptenn natÍ\."O es un antlgeno de tipo intracelular r<'' '" 

que solo unJ e...,;pt1sir..:ibn p.-olongada de la ha-..·1cri<1 al ~1stcrna inn1une como e~ el ..:a~ Je una 

infección por cepa de CaJOfkJ se producen anticuerpos ..:untra el haptc.:no natJ\0 y 110 cuando 

se trnt..'I de una exposición temr<1ral al mu:ruor~anismo cl1n1u es el ca~o de Ja rc\:acunación 

con cepa J 9. 

Tainbién describen la capacidad 4uc tiene Ja prueba pa.ra descuhrir animales 

positivos despuCs de Ja vacunación de vacas con dosi~ reducida cun1par..t..ndola con otras 

pruebas como tarjeta. rh·anol )o F.C., 2J vaca.<> prefta.Jas fueron v¡1cunada..o; con dosis 

reducida (5• 10"' U.F.CJml). muestreada~ ~riód1camcntc y se realizaron I~ pruebas antes 

mencion.ad:ts; los resultados demostraron que la prueba de IDR fue la 4uc meno<> resultados 

falsos positivos pn:sentó seguida por la de F.C., la pruebas de tarjeta y Ja prneba de rivanol 

fueron las que presentaron ma).or número de falsos positivos pos.vacunación (3). Bcnnan y 

Jones. describen el trabajo realizado por Dcyoc en dond\! se corroboro la capacic:bd de IDR 

para difc:n:nciar vacunados de infectados, en donde 40 vacas predadas vacunadas con dosis 

reducida se macstrearón periódicamente realizando las pruebas de tarjeta.. rivanot, F.C. e 
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IDR. concluyó que tanto IDR corno F.C. dieron resultados positivos en vacas de las cuales 

se aislo Bruce/la. lo que no ocwrió con las pruebas de tarjct.n y rivnnol las cuales dieron 

resultados positivos en animAlcs donde no hubo aislaznicnlo. Ambos trabajos ucnen 

relación con este ya que se rcaliz.arun muestreos periódicos ~s-,oacunnción y se hicieron las 

mismas pruebas las cuales dieron resultados rar-ccidos al tn1Nijn de: Bcrrn.an y Joncs a.si 

como el de I>c)·oc. sin embargo en runbos trabnjns 501DJTtcnlc fue una vacunación con 

difen:ntcs concenuacioncs de dosis rcduci..ta. Dlaz ( 19931 tarnh1Cn probo la espccifk:idad de 

la prueba de lDR utilizando 40 becerras "ncunadas con cep.a 19 de 11 CJhur1u..i. \:OO dosis 

clásica (1•1010 U.F.C..'mll via suhcutánea obsct""'º que mnbun..i. hcccna fue pos11iva 2 

meses después de la vacunación (7). 

En el caso de la revacunación la lDR re .. ulto po .. 1t1va solo en lu~ animales 

infectados 30 días po~-rc!'vucunación. La utihz.ación de un01 pruch~1 diagnóstica latniz como 

es tarjeta aunada a la IOR mcjur.t enonncmenlc la capaciJ¡1J de d1~t1n~uir an1n1a1c!> 

"-acunados de infectados como lo demuestra lannelli y i.:ol ~ \Q7h) 1..·l cual Je un b.am:n de." 

689 sueros de bovinos. rcah.ró las prucb..-i.s Je UrJcta. F C. e lDll y ob~r•o que 9)~-Q 

coincidía con los resultados de Ja .. 1 pruebas y dcsgraciad.:i.rnc-ntc no indica c:n este grufK> Je 

sueros si hay animak~ vacunados o infc-ctados. Tamh1C:n oti~et""·o i.¡uc un numero 

··con'>iderab1c·· de anima.le~ dn:r-on rc~uhados positiv(v.. a tar-Jeta y F.C. per-n no ·' lDR 

(16).Esto también se presenta en este trabajo ya que alguno:- ..i.n1n1ales infcctaJn~ en .1lgunu~ 

mucst..n:os arrojaron negatividad. Cabe mencionar que a pc!..."lr de c~to la 1Dfl. en h.illos los 

muestreos de resultados positi,·os fueron conclu)entes ~a que '-·oincid1er-nn cun los 

aislamientos rcali7..ados. 

Otrn prueba que logró diícrcnciar animales vacun."'dos de infectados con casi un 

100-/o de especificidad fue la prueba de ELlSA~C Nil~n y col ( 1Q89) realizaron una 

investigación en la cual utilizaron :?S animales. 17 vaquillas y 8 vacns. vacwtadas con dosis 

reducida ();io:1Q10 U.F.C./ml) de cepa 19 de BruC'ella abortus via subcutánea y fueron 
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sangrados mensualmente por JO meses realizando las pruebas de ELISA-1 y ELISA-C. 

Tnrnbién se utiliz.nron 2S nnimaJcs inCectados con B. abortu:r dtagnosticndas a partir de 

muestras de leche y ~ S rutimale:o; negativos a Ja prueba de agJ utinación en placa fueron 

incluidos como controles. En el caso de la prueba de ELISA-1 se utilizó el Lr•s como 

antígeno y la cadena-o se uso para Jo propio en Ja ELISA-C. Los resultados dcmostr.tron 

que ul momento de diferenciar vacunados de los infectados Ja ELISA-1 no discernía cntn=

anticuerpos inducidos por la vncun:ición de los producicJos por cepa~ de crunpo ( 1 9 ). Esto M:: 

da por l:i utilir..nción de anticuerpos monoclonulcs marcado-.. extraídos de ratón. que 

compiten contra los anticuerpos séricos lo que aumenta la especificidad Je la prueba C~Ol. 

En el caso de la revacunación en la ELISA-C se ohtuvicron bu<!"no~ resultados ya que '"e' 

observo una cspcc1ticidad de un 1 OO~á coincidiendo todu-.. Jos rcc;;ultados con el a1slantiento 

Alfonseca y col ( J9Q5) rcaliz.arun una ELISA-C ut1l17..an.Jo sueros. de bovino con d1fcrcnte!'> 

caracleristica..c;;: un grupt.."l de ani1nalcs poo,;1tivos a scrologí.l y hac1criologia. un gn1po de 166 

protocolo de vacunación. otro grupt1 de )9 an1m.1les adult1•s \·acun.aJo.., 2 'ei.:cs 1.:nn 10 

meses de diferencia con dosis reJucu.Ja de 1.:cp.1 t 9 y un gnipo de- 14 ;m1malc!> nc!!al1'- o .. a 

scrologia y bacteriología .. Al n:ali..-•:ir la El.ISA a lo:. .J1fcn:nte<> grupo.., s"-· ob:."-·no yuc el 

1 ~,...º de controle" negativo'"> dieron rc:.ult.ados ncgath (•:. .1 Ja prucha y el ()0. 5~;, de los 

controle..•:. pc.1 .. iti"\.O"> fuen1n püsitivn .... En Jo.,. den1;b !!nlp••"> ::.e oh .. cr.n 4ue l;1 l~l.JS.:\-C 

rnostró resultados nct?Jtivos excepto en el grupo ... k an1rn.alc'.> 'acun.ad11s::. 'c.,;c.., de <idulh>:. 

con dosis reJucida. ya 4ue en el segundo rnucstreo se uhtuvieron ... 1n1malc:-. pos1t1vu-.. y J~ 

sospechosos por lo que en nnimnlcs adultos que han n.~ihido m.:c. de una vacun.lciún con 

dosis reducidas la ELISA-C pierde ~u efectividad { 1) En el ca.s....> de la n:vac:unac1ún se 

observo que a los 30 dias pos-revacunación de 6 .1111malco; po::.it1' os 5 han :.1<.Jo detectado:. 

por esta prueba con lo que reprc,.cnt;1 una scnsibilid.id del 100'!-0 _ el rl.'stu de lo:-. aninialc'> 

fueron negativos .. Esto::. resultado~ coínctdcn con el trabnjl, de /\.lfonscca ya que en su:-. 

controles positivos y negativos obtuvo resultados ~1milarcs. t.a.mb1én observo que en los 

grupos vncunados. uno con dosis nonnaJ y uno con dosis reducíd..a la ELISA-C diferencia 

anima.h:s vacunados de infcctudos 30 dia.s después de la vucunación, cosa que también 

ocuni6 en el presente trabajo. 
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La Nonna Oficial P..tcxicllNl (NOM) con1ni la brucclosis indica que para et caso de 

bovinos se utilizaran las pruebas de tarjetl1. F.C. y rivanol paro el diagnóstico. La prueba de 

tarjeta ccxno prueba &amiz. la prueba de F.C. como prucha confinnatoria :!" la prucha de 

rh.ranol para difC'f'COCiAr animales vacunados de infectados mal"c.ando que. rara el ca."90 de 

aninua.Jcs '\."DCunados tanto con dosis nonnal como con dosis rcJucid;i I~ pruebas !'OC 

realizaran 10 meses después de la '\.'laCWlación (26). Sin cmhongo en la rC""acunaci6n de el 

hato de la FES-C 270 dfas dcspu~s se detecto WUl cantidad ··a1u·· de animales con 

anticuerpos contra Bruce/la que a los 10 meses todavia significan un.t cantidad de animales 

falsos posithoos importante. con lo que el diagnóstico de e-1>to .. animalc .. a través de las 

pruebas oficiales seria poco confiable. Con respecto a la prueba de r&\.anol que es l.a oficial 

para diferenciar animales sanos de infectados tampoco tiene una confiabilidad muy alta por 

su gran cantidad de falsos posiu\.·os. J>or lo que la IDR ~ la ELIS.-'\-C pueden rc .. ultar un.a 

buena alternativa para detectar animales infectados con más Je un.1 v;..i..:un ... h:it>n. 

Rc)1es ( 1996) realizó un tr.ibajo en el halo de In FES-C en el cu.al probó In 

C!<Opccificidad )' sensibilidad de diferentes prueba-. dü1gno~tic:a.s en ~cerras de 3-9 mC'~s 

vacunadas con dosis normal de cepa 1 q de llr1" .. ·c-lla uhor/U.\. Sus rc-.ultado~ mostr.iron que 

a los :?70 dias todas la.o;; pruebas alcruu..an su máxima c-.pccifictdad (por In meno!. 95° ;...) (24). 

Sin embargo en el caso de la revacun.ición a los 270 días la!> pruebas mostraron una 

especificidad variable. los cuales solo rebasaron el 90%1 de scns1b1lldad 

En cu.nnto al medio Fnrrell como medio selectivo para el genero Brucella este 

pn:scnto buenos resultados ya que no permitió c:I crecimiento de otros microorganismos que 

pudiera haber llegado a contanlinar la muestra a pesar de que ~ tomaron las medidas 

higiCnicas pertinentes al momento de obtener la leche. esta capm:idad del medio a sido 

descrita por Alton y col (2). 
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CONCLUSIONES 



Una vez rc.nnm.do C"I pt'C91Ctltc trabmjo podemos concluir. 

- La rcv.cunación es una herr.unient:t ü1iJ en el control de la bTUCcJ<Y.is bo\ inp. ya que otorga a 

los An.im.a.les una inmunidad más aJtu de- la obr.cnid:1 con Ja: v;M:unacíúr. normal. pcTO no debe 

ser el único control que ~ haga y:i que el éxito de esta práctica depende al gran medida en Ja 

instrwnenCDCión de roda WJ prog.nun.a de pn:vención y conttul. 

- Las pnicbas oficiales para el diagnósrico de brucclusis son Utilc=-s en el e.aso de fo 

revacunación. en hatos bnjo control y:1 que no~ ayuda a 1.:omprohar que se momo una 

respuesta inmune. pero no debc:i de tomarse en cuenta pant el Jia~n .. ti ... -o de \'aCd...'i enferrn:L•L 

- Las ptUebas de ELJSA-C e IDR son las mejores opctone!> p..u-.t 1Jentificar a.nimaJcs 

infectados de vacunados ~·a que presenta.ron una ma)or C'Sf)(.""Cificidld en comparación a la. 

prueba de rivanol que c... Ja prueba diferencial que marca In nonna ~ltii.:1.:11J. 

- 1-a brucclosis en d h;iru Je Ja FES -C fue causado por /lrllct•llu u/lortu., bioripo J. 

- Bojo el esquema de r-cvacunación con dosis reducida de un haw de producción sin 

antecedentes de \'acunación previa y anre un problema de abonos de etiología inesp.:dtica 

se ha podido controlar y eliminar el problema de brucclosis de el hato a un costo bajo 

reduciéndose el riesgo de contaminación. 

- El pn:scme trabajo pcnnire identificar u los aninudes posith os aislándolos hasta el 

tcnnino de su vida productiva y eliminándose solo Jos positivos a Ja cepa de e.ampo. 
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