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RESUMEN

Carlota Martinez Aguilera. Evaluacidn de la prueba de tarjeta para el
diagnSstico de la Brucelosis ovina (B. ovig)/ (bajo la direccidn de -

Jeslis Vzquez Navarrete y Rafael Colfn Flores).

Para reslizar la prueba de tarjeta, se obtuvieron un total de 400 sue
ros procedentes de dos centros ovinos, uno estf ubicado en el munici-
pioc de Chapa de Mota (Centro Nacional de Investigacifn para Fomento -
Ovino) y el segundo en Rfo Frfo, Estado de MExico. A cada uno de los
sueros obtenidos se les realizd las pruebas de tarjeta y Coombs usan-
do un antfgeno Brucelar amortiguado, preparado con la cepa 3572 de ~--

Brucella ovis.

Con la prueba de tarjeta se encontraron 73 sueros positivos de la di-
lucifn 1/10 a la 1/160, mientras que, en la prueba de Coombs se encon
traron 88 sueros positivos hasta la dilucifén 1/360. La sensibilidad
'para 1la prucba de tarjeta fue de un 83.02 y la especificidad del ——--
99.0%. Lo que indica que si se utiliza el antfgeno especifico de ce-
pa rugosa de Brucells ovis la prueba de tarjeta resulta tener una bue

na gensibilidad para el diagnSstico de la Brucelosis ovine (B. ovis).
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EVALUACION DE LA PRUEBA DE TARJETA PARA EL DIAGNOSTICO DE LA BRUCELOSIS
OVINA (B. OVIS).

IRTRODUCCTION

Las infecciones causadas por Brucella s.p. usualmente son de curso crd
nico. Se encuentran muy distribuidas en todo el mundo afectando & -~

’1on animales domésticos y al hombre (6, 11, 14).

Su amplia distribucibn geogrifica y alta incidencia, hacen que esta en
fermedad cobre gran :lnportanéia {13, 14). La brucelosis causa en todo
el mundo problemas sanitarios y econfmicos, ya que esta puede ser ——--
transnitida directa o indirectamente del animal al hombre, incluso de-
be considerarse no solo como causa de enfermedad, sino tawbién como un
factor que afecta la produccién de alimento proteico que es indispensa
ble para la salud y blenestar de las persomas, ya que reduce los pard-
metros productivos, sin olvidar las pérdidas econdmicas que causa a

los productores de ovinos (27, 28).

Los ovinos han demostrado ser animales muy (tiles.al hombre, ya que sa
tisfacen una gran variedad de necesidades de este. FEstos animales tie
nen un buen Indice reproductivo, tamafio reducido y buena conversifn -~
alimenticia utilizando forrajes, ademfs de que cof\tribuyen en la ocupa
cibn artesanal e industrial, y lo que es mis importante proveen de ali

mento proteico al pueblo (32).

La epididimitis ovina fue diagnosticada por primera vez en Australia =
en 1953 por Simmons y Hall (4) eatos autores le dieron al agente etio-.

16gico el nombre de (B.L.0.) organigmo semejante a la brucela. En el



mismo afio fue diagnosticada por Buddle y Boyes (15) en Nueva Zelanda, -
estos autores consideraban al agente causal como una cepa mutante de ==
Brucella melitensis. Jebson como Hartley y col. (4) provocaron abortos
en ov’ejas y lesiones de epidfdimo en ovinos mediante inoculaciones expe
rimentales de cultivos de organismo semejante a la brucela. En Espaiia
Blasco y col. (4) basados en los resultados del estudio seroldgico de -
algunos ovinos del Valle de Ebro, informan de la existencia de infece==
cibn por Brucella ovis, donde se presentaban lesiones de epididimitis.

Lo anterior fue confirmado mediante el aislamiento bacterioldgico de di
cho gérmen, a partir de semen de moruecos positivo a un antfgeno de =—-
Brucella ovis. En 1965, Buddle (4) propuso la denominacisn de "Bruce--
11a ovis” como una especie y a la enfermedad que producfa la denomind

"Epididimitis infecciosa ovina".

ANRTECEDENTES DE LA ENFERMEDAD EN MEXICO

Fue Martinez (20) en 1974 quien encontrS por primera vez reactores posi
tivos a Brucella ovis utilizando la prueba de fijdciSn del complemento.
En 1979 se aisld por primera vez el gérmen en un rebafio de raza Suffolk

lozalizado en el Estado de Guanajuato, pr d e de los E d Unidos

de Norce América (28).

" En 1986 se detectS un brote en el centro ovino del programa de Exten——
8ién Agropecuario de 1a Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

U.N.A.M. localizada en Topilejo, D.F. (19).



Caracter{sticas del agente infeccioso.

Brucella ovis es un coccbacilo Gram negative pequeiio, de sproximadamen=
te 0.6 a 1.5 am de longltud. El crecimiento Sptimo se da en cultivos -~
incubados con 10Z de COz a 37 C y sobre medios de cultive enrriquecidos
con ssngre o suero. Brucella ovis es oxidasa negativa, no utiliza el -

iritrol, no reduce los nitratos, nc produce H25 y no hidroliza la urea

(7, 17, 24).

Caracteristicas antigénicas.

Brucella ovis desde el punto de vista antigénico, es un géqnen que apa=-
rece siempre en fase rugosa estable y estd desprovista de los antigenos
de superficie caracterfsticos de Brucelas en su fase lisa como son B.

abortus, B. melitensis, B. suis. En estudios sobre la relaciSn antigé-
nica entre especies rugosas (R) y 1isas (S) de Brucela, se informd que

las cepas rugosas no poseen la endotoxina de tipo lipopolisacarido, aso
ciade con la actividad aglutinogénica de las colnfxiu lisas (12, 32) --
adenfin se demostr§ que las colonias Tugosas de Brucela poseen caracte-

risticas antigénicas similares entre sf pero distintas a las cepas 1i--
sas (12, 21), Diaz y Bosseray (10) demostraron la presencia de antige-
nos conteniendo polisacaridos, en la superficie de brucelas rugosas, el
cual forme 1insas de precipitacifin solemente con susrcs obtenidos des—-
pués de la inmunizacidn con brucelas en forma rugosa (R), perxo mo preci.
pita con pueros preparados con brucelas en fase lisa (S). Estos resul-
tados sefialan que ¢l antfgeno de brucelas rugosas es especifico para --

brucelas en fase rugosa (R).



DIAGNOSTICD

Dabido a que la epididimitis ovina puede deberse a diversas causas ta--—

les como infecciones causadas por Histophilus ovis, Actinobacilug ———--

sesinis, Corynebacterium, pseudotuberculosis (ovis) o traumatismos (&,

33). Es necesario realizar el diagnbstico de la epididimitis ovina cau
sada por Brucella ovis, mediante pruebas serolfgicas y bacterioldgicas
que confirwen la enfermedad (1, 18, 22, 24, 29}, algunos autores (9, 16
23) mencionan que =1 diagndstico serolfgico de la epididimitis ovina, -

puede realizarse utilizando antigenos elsborados con una cepa rugosa de

Brucella canis, que presenta reacciones cruzadas con Brucella ovis, --
Por otro lado, en la actualidad muchos laboratorios realizan el diegmés
tico de este padecimiento utrilizando antfgenos producidos con cepas 1i-
sas sin conaiderar que la epididimitis es causada por una cepa rugosa.

Como ya se menciond anteriormente el uso de antigenos de cepas lisas no
detecta anticuerpos contra cepas rugosas (21, 29). Por 1lo anteriomente
mencionado es importante estudiar con nfis detalle este tipo de antige——

nos de cepas rugosas que nos ayuden a obtener un diagnSstico eficaz de

la brucelosis ovira.

Las pruebas serolSgicas usadas con mlis frecuencia para el diagnSatico -

' de la brucelosis ovina, somn:

a) La fijaciSn del complemento. Es la mis utilizada en pafees oveje-
ros (21, 29, 30)3 sin embargo, tiene el inconveniente de requerir
personal debidamente capacitado, material, reactivos y equipo :.dc-

cuado (31, 34).



b)

)

La immunodifusidn en Gel. Es una prueba sencilla, el inconvenien=
te de &sta es que es una prueba cualitativa, que requiere de por -

1o menos 24 hrs. de incubacién (2, 5, 21).

La prueba de Coombs, tambilén llamada prueba de la antigamaglobuli-
na, fue desarrolada para demostrar la presencia de anticuerpos in-
completos, su elevada sensibilidad y especificidad le han permiti-
do superar a 1la prueba de fijacibn del complemento y se considera

is p?ueba que guarda la més estrecha relacidn entre la infeccidn =

y reaccidn positiva, ademfis de ser cuantitativa (1, 3),



OBJETIVOS

Obtener un método de diagndstice sencillo y confiable para la epididimi

tis ovina causada por Brucella ovis.

1.~ Elaborar un antfgeno con cepa rugosa de Brucella ovis.

2,- Establecer la sensibilidad y especificidad de la prueba de tarjeta
) utilizando el antfgeno antes mencionado considerando como prueba -

de referencia a la prueba de Coombs.

BIPOTES1IS

Al utilizar el antfgeno elaborado con cepa rugosa de Brucella ovia, en
la prueba de tarjeta se espera obtener resultados similares a los de -

la prueba de Coombs para el diagnSstico de la epididimicis ovina.



MATERIAL Y METODOS

Para realizar las pruebas se obtuvieron un total de 400 sueros proceden
tes de dos centros ovinos, uno ubicado en el municipio de Chapa de Mota
(Centro Nacional de Investigacién para Fomento Ovino) y el segundo en -
Rfo Frfo, Estado de México. Se tomaron al azar 200 animales de cada —-
centro, los cuales fyeron sangrados por puncién en la vena yugular, -——
utilizando tubos vacutainer*, estos fueron transportados al laboratorio
del Proyecto Enfermedades Bacteriasnas de los Rumiantes INIFAP - SARH, -
en Palo Alto, D.F. en donde se procedil a reslizar las pruebas de tarje

ta y Coombs a cada uno de los sueros obtenidos.

Los sueros controles positivos y negativos que se utilizaron en este —-

trabajo fueron donados.*#%

Preparacifn del AntIgeno Brucelar:

Para elaborar el antfgeno, se prepard em cultivo con la cepa=-3572 y se
inocularon veinte botellas de roux utilizando para esto 3 ml. de suspen
aién bacteriana para cada una., Cada botella Roux contenfa agar brucela
con suero equino al 10X, e¢stas se incubaron en una atmSsfera de 10% de

C02. El cultivo fue cosechado a las 96 hrs., agregando a cada botella

* Vacutainer Becton y Dickenson de México, S.A.

#*  Donados por el M.V.Z. Moisés Fraire C. de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia UNAM, asf como del proyecto de enfermeda-

des Bacterianas de los rumiantas INIFAP-SARH, emn Palo Alto, D.F.
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20 ml. ;ie solucidn estéril amortiguada con fosfatos, inmediatamente des
pués la suspencidn fue .inactivadn a 95C en bafio wmarfa durante 60 min.,

el paquete brucelar fue recuperado por centrifugacién a 5000 g. durante
60 min. & 4C. El antfgeno fue tefiido con 11 ml. de rosa de Bengala —--
amortiguada a un pH de 3.65 y ajustado a un B de c@lulas por volumen

{4). Para quitar el exceso de colorante el antfgeno teiiido se dejS re-
posar ib hrs., & una temperatura de 4C y se volvid a centrifugar 2 veces
consecutivas, y se suspendis en 75 ml. de S.S.E. amortiguada con fosfa-
tos, y se la agregaron 0.5g de fenol, manteniindolo en una membrana de

dialisis para concentrar y purificar el antfgeno durante 48 hrs. y en -
constante agitacifn magnética a una temperatura de 4C. El antfgeno fue
normalizado manteniéndolo ecn agitacidn magnética y posteriormente se —-
£11trd a través de algoddén absorbente, La suspeneiSn se montiene nueva
mente en agitacién magnética durante dos horas, enseguida a-e extraio la
cantidad suficiente para determinar la densidad por mérodo volumétrico

.de las »células conglomeradas, la concentracién final de la suspensifn -
fue del 8% de células de Brucella ovis tal como se describe en la prepa
racidn del antfgeno de Brucella abortus, con la cepa 1119-3, se ajusté

el PH a 3.65% 0.05 y se prob8 con sueros controles positivos y negati--

vos a Brucella ovis {3). El material antigénico fue envasado en Z fras

cos de 25 ml. cada uno y se conservé a 4C quedando listo para ser utili

zado.

Prueba de aglutinacifn de tarjeta (antigeno acidificado tamponado) .l
la prueba de tarjeta es una pruebs ripida, sensible y especifica,

Es de aglutinaci®n macroscSpica que se efectiia en una sola dilucidn y
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que detecta principalmente anticuerpos o inmunoglobulinas G, esto se de
be a que la acidez del antigeno inactiva a las inmunoglobulinas IgM «==

(25).
Interpretacidn:

Se considerd una reacciSn positiva, cuando se presentaron aglutinacio--
vnes macroscSpicas (grumos de tamano moderado a grande).
Una reacciSn negativa presentd partfculas dispersas sin los grumos ca=-—

racterfsticos o ausencia de grumos.
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PREPARACION DEL REACTIVO DE COOMBS V(ANTIGLOBULINA)

Fl conejo es un animal idSneo para este propSsito, excepto en el caso
improbable de que se necesite globulina anticonejo.

Dos conejos de 2.5kg. de peso se inyectaron por via intraperitonial -
con 0.05ml, de suerc de ovino dilufdo 131 con 0.5 ml. de solucibén sa~
1ina esteril. A las 24 hra. siguientes se le inyectaron en la vena =
marginal de la oreja 0.5ml. de suero diluido 1:1 con solucifn salina
esteril, Durante 4 dfas sigulentes se inyectS dia'rimlente por via ~-
intravenosa 1 ml. del suerc. A los diez dfas despufs de 1a Gltima in

yecciSn se sangraron los conejos y se tituld 1:100, quedando listo pa

ra su utilizaciSn., El reactivo de bs pr do se v8 a -—-

=70¢ (i, 20).
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TECNICA DE LA PRUEBA DE COOMBS

© . Para cada suero problema, se utilizaron series de § tubos, depositando

en el primero tubo 0.8 ml., de soluciSn salina (5.5) al 52 con 0.5% de
fenol, del megundo al sexto tubo se depositaron 0.5 ml. del mismo dilu-
vente. En seguida con una micropipeta se depositaron 0.2 ml. del suero
problema al primer tubo, de ahf se transfirieron 0.5 ml. de 1la mazcla -
al 2° tubo y asf sucesivamente hasta llegar al 6°, eliminando al final
1a misms cantidad quedandc asf toda la seris de tubos con un volumen de
lml, de esta manara las diluciones finales del suero fueron: 1:10, 1:20
1:40, 1:80, 1:160,1:360., Posteriormente con una jeringa automfitica se
depo-itaton en todos los tubos 0.5ml. de antfgeno de Brucella ovis, ---
quedando un volumen final de lml. Los tubos se incubaron a 37C durante .
24-48 horas, despulis los tubos con la mezcla antfgenc-suero se centrifu
garon 3 veces & 1000g. durante 20 minutos a 4C, suspendiendo en cada —-
ocasifn ¢l sedimanto de la mezcla con 2ml. da solucisn salina normal -
{5.8.N.) en la Gltima centrifugacisn se desschS el sobrenadante tenien-

" do el cuidado de no eliminar el y se pandid con el reac-

tivo de Coombs diluido 1:100 en soluciSn salina normal, los tubos se co

1 en la incubad 26 hrs. y después se procedil a leer -
los resultados tal y como se hace en uns prueba ordinaria de agiutina--

ci8n en tubo (3).

Interpretacisn

Se tomaron las series de 6 tubos de cada muestra y medtante una leve --
agitaciSn fueron examinados uno por uno conseiderando positivos a aque--

1los que prescntaron aglutinacin franca a partir de la dilucifn 1:100 (3).
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ANALISIS ESTADISTICO

A cada uno de los 400 sueros antes mencionados se les realizaron las -
pruebas de tarjeta y Coombs, registrindose el resultado de la prueba =
como positivo o negativo, con esta informacidn se obtuvo la sensibili--
dad y especificidad de la tarjeta, para detectar anticuerpos contra ==--

Brucella ovis, considerando como referencia a la prueba de Coombs.

SENSIBILIDAD = -—-Suercs positivos en ambas pruebas
Sueros positivos & la prueba de Coombs

Esta expresisn sirviS para obtener la sensibilidad relativa para cada -

una de las diluciones empleadas y para obtener 1la sensiblidad total.

ESPECIPICIDAD » --SUSIo8 _negativos en agbas_pruebas

Sueros negativos a la prueba de Coocabs

Para detarminar si la p&rdida de sensidilidad de la prueba de tarjeta -

tiene un efecto significativo se utilizd la prucba de Ji cuadrada (x2).



S T
RESULTADOS

De los 400 ?uuos analizados se encontraron 73 positivos con la prueba
de tarjeta, y B8 con la prueba de Coombs. La sensibilidad de la prue-
ba de tarjeta fue de 83.0%, sin embargo en la sensibilidad relativa se
encontraron valores diferentes de acuerdo a la dilucibn, estos resulta
dos se presentan en el cuadro no, 1 donde ss puede observar que la ---
prueba de tarjeta solo detect§ casos positivos hasta la dilucibn 1/320
En la figura no. 1 se presenta la sensfbilidad en relacifn a 1a dilu--
cifn del auero. En la figura no. 2 se sefiala la sensibilidad acumula-
da y se observa que la prueba de tarjeta detect$ antigenos contra —-—-
Brucella ovis e8lo hasta la dilucién 1/80 de la prueba de Coombs, lo -
que Tepresenta una sena‘ibilidnd del 83,07 mientras que la de Coombs ——
mantuvo su sensibilidad hasta 1la diluetdn 1/320. Dando una sensibili-
dad acumulada del 100X. Por lo anterior, puede seilalarse que la prue~
ba de tarjeta tiene una pérdids de sensibilidad del 17.0%., Mediante -
la prueba de Ji cuadrada (x2) se pudo comprobar que 1la pérdida de sen-
8ibilidad es altamente msignificativa (P <~ ,01), lo que sugiere dife--

rencias en sensibilidad entre la prueba de Coombs y tarjeta.

Se encontrd que la especificidad en la prueba de tarjete es de un 99.0%
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SENSIBILIDAD RELATIVA Y ACUMULADA DE LA PRUEBA DE TARJETA EN RELACION A LA DE COOMBS

PRUEBA_DE_TARJETA

SENSIBILIDAD SENSIBILIDAD SENSIBILIDAD SENSIBILIDAD
DILUCION N.S.P.* RELATIVA N.8.P.* RELATIVA ACUMULADA
) 2) ) (¢)]

1/10 8 9.1 9.1 8 9.1 9.10
1/20 24 27.7 36.37 24 27.27 36.37
1/40 24 27.7 63.64 24 27.27 63.64
1/80 9 10.23 73.87 9 10.23 73.87
1/160 8 9.10 82.97 17 19.32 93.18
1/320 0 [} 82.97 6 6.82 100.0
TOTAL: 23 88

#*K.S.P.= nimero de sueros positivos
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DISCUSION

En la brucelosis ovina se han utilizado una gran variedad de técnicas -
encaninadas a detectar la presencia de anticuerpos contra Brucella ovis.
Algunas de estas técnicas como la inmunodifusiSn radial que son de tipo
cualitativo han demostrado tener una sensidilidad de 92.3% y una eleva-
da especificidad (23). Sin embargo, tienen la caracteristica de que -~
son prusbas que ss realizan con antfgenoa solubles del tipo de los poli
sacfridos (32). Cho y Niilo (8) en el trabajo que realizaron en 1986 - -
encontraron que la prusba de Enxima conjugada con inmunosorbentes ——-—--
(ELISA) preaent§ umna especificidad del 99.42 y un 96.0% para la prueba
de fijaciln de complemento. Tambidn encontraxon que la pruebs de ELISA
tiene una sensibilidad del 100X y 1a de fijaciSn de complemento de un
97.5% (8). Por lo tanto las prushas son altamente sensibles y especifi
cas para el.diagnSstico de la brucelosis ovina, sflo que tienen sl in--

convenientes de requerir reactivos costosos y personal altamente califi-

cado.

En el quinto informwe de Expertos en Brucelosis FAO/OMS se menciona que

la prueba de C by es al especffica, pero permite sblo descu--

brir algo mfs de 70.0% de animales infectados (13).

En este trabsjo se encontrS que al comparar la pruaba de tarjeta con la

de ds Coombs utilizando el antfgeno rugoso de Brucslla ovis teiiido con

lbul de Bengala, se obtuvo para la prueba de tarjeta una sensibilidad -~
del 83.0% y una especificidad del 99.0% en los sueros de las dos explo-

taciones de ovinos estudigdas. Por lo qus se pueds spreciar estos re-
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sultados eon eimilares & los obtenidos por los autores en las pruebas -

antes mencionadas (26).

Se menciona que con frecuencia el antfgeno de tarjeta slaborado con ce-

PAS TUg como: Brucella ovis y Brucella canis se aglutinan, sin em—-

bargo durante la elaboraciSn del antfgeno de Brucella ovis, observamos
que juega un papel muy importante el preparar con mucho cuidado las so-
luciones smortigusdas en fosfato, asf como sl tener un P.H de 3.65 (3).

para evitar que estos autoaglutinen (4).

La utilizaciSn de los antigencs celulares completos, pueden originar --

reacciones cruzadas de Brucella ovis con cepas rugosas (12), siendo me-

nor el que cruce con las cepas lisas de brucela (11).

La prueba de tarjeta tiene las ventajas con relaciSn a otras pruebas, -
de gexr répida, altamente sensible y con una buena especificidad. Para
su realizacidn no se requiere de psrsonsl altamente capacitado y por --
otro lado, ofrece 1la posibilidad de utilizarla en f:ondicionil de campo

¥ en cuslquier laboratorio dotado de un minimo de "cquivo.

Se considera importante seguir estudiando antigencs co.phto; de cepas
rugosas, para poder tener asi un panorams mis amplio en el diagnSstico
de 1la expididimitis ovina, ys que en la sctuslidad la mayorfa de las =~
prusbas se realizan con cepas lisas, sin considerar que estas no dan --

una reaccisn cruzads,

ESTA TESK W1 e
SR BE LA wisiTECA
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CONCLUSIONES

Ei antigeno para la prueba de tarjets de Brucella ovis, tediido conm
Rosa de Bengala y amortiguada a un P.H. de¢ 3,65 y & uns concentra~
cifpn del 8.0% de cElulas por volumen, demostr$ ser dtil al ponerle
en contecto con los suerce controles positivos antes mencionados,

de snimales infectados con Brucella ovis.

Se encontrd que la pruebs de tarjets detectd anticuerpos contras ~—

Brucelis ovis hasta la dilucifn 1/80. Eato nos indicS una sensibi
1idad del 83.0%.

La especificidad que se encontrS para la prueba de tarjera fue del

99.0% similar a 1a prusba de Coombs.

Al u:lliiar el antigeno espacffico de ceps rugosa de Brucslla —==
ovis. Se observl una buena sensibilidad y up.ciucidaq en la =~

prucha de tarjeta.
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