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RESUMEN



ida por la Norma Oficial Mcxicana Contra

La i6n ¢s una pra

sin embarge no sc conoce cual ¢s la especificidad de las pruebas

Ia Brucclosis.
scrodingndésticas para poder llegar a diferenciar bovinos vacunados de infectados. El
objetivo de este trabajo fue realizar un estudio serolégico y bacteriolégico de un hato
bovino con problemas de brucclosis y que fue. revacunado con dosis reducida de Brucella
abortus cepa 19, para conocer la especificidad de diversas prucbas serologicas. Se utilizé un
hato con 72 vacas Holstein vacunadas con dosis normal de cepa 19 de Brucella abortus
cuando tenfan entre 3 ¥ 6 mescs de cdad, y fuecron revacunados en este trabajo con dosis
reducida (3= 10" U.F.C./ml) por via subcutinea de la misma cepa. en edad adulta. Las vacas
sc muestrearon a los 0, 30, 60, 90. 180 y 270 dias pos revacunacién para rcalizares las
siguientes prucbas scroléogicas: Tarjeta, Rivanol; Fijacion del Complemento (F C).
Inmunodifucidn Radial, ELISA Indirecto y ELISA Compeutivo, Para ¢! estudio
bacteriolégicu se utilizaron muestras de leche y exudado vaginal cuando tfue posible,
obtenidas de los animales positivos a las prucbas serolégicas. se sembraron en medio Farrel
y se¢ les rcalizaron las prucbas dc identificacion rutinaria asi comu dependencia de
colorantes, aglutinacion con antisucrus monocespecificos y fagotipificacion (Fagos 172, Re.
Wb y Tb) Durante los muestreos de jos dias 30, 60, 90 y 180 las pruchas do inmunodifucion

radial y ELISA Compctitivo presentaron valores altos en especificidad (100°0) a diferencia
serologicas presentan

de las demads pruebas yue tienen especificidad muy baja. Las prucbas
los siguientes valores de especificidad a los 270 dias. Tarjeta 77% F.C. 83° ELISA
Indirecto ¥ la Prueba de Rivano! 9325, De los 6 animales que dicron positivo a las prucbas
de Inmunodifucién Radial y ELISA Competitivo durante los 270 dias del muestreo se
consiguid aislar Brucella abortus que se tipifico como biotipo 1. Se puede concluir que la
atil en el control de la brucelosis bovina y que las prucbas

re i6n cs una herr
de ELISA Compctitivo ¢ inmunodifucién radial son las mejores opciones para diferenciar

dos de i Jos en el caso de una revacunacion.




INTRODUCCION




dad infecto josa, H distribuida en ¢l

La brucclosis es unn enfer

mundo. Estc cs uno de los p quc con fr in son adquiridos por los humanos
a través del contacto con animales o bien debido al consumo Jde alimentos procedentss de
animales infectados

En México la infeccién por Brucella aborrus esti ampli 4 inad,

alcanzando una mayor prevalencia en el sureste, el centro y las regiones costeras. Los indices
de prevalencia son menores en ¢l norte del pais. 1o cuad puede explicarse por las caracteristicas

ccologicas de aquellos lugares en donde los bajos indices de ago<tadero impide una elevada

. idad de poblacién bovina ( Jo de carne). contrario a lo que ocurre en las zonas de ala
prevalencia en donde la densidad de poblacion es elevada propiciando la diseminacion de la
infeccién (10).
En la mayoria de los estados con mayor cantidad de ganado bovino lechero s¢ ha
do una preval ia del 5-6% (Censo de 1995 de la CONETR).

La brucelosis ocasiona severas pérdidas a la ia a conse ia dec los
siguientes conceptos: abortos, infertilidad, esterilidad, muerte de terneros, disminucion de

j > éti depreciaci de los Jes enfermos y retraso en ¢l crecimiento

(10).

Se emplean en general una  vacuna para inmunizar el ganado bovino contra la
brucelosis: la vacuna viva atenuada de B aborfis cepa 19, a dosis normal para vaquillas de 4-6
meses de edad y Jdosis reducida para vaquillas mayores de 6 meses y vacas adultas. La cepa

19 de B. abortis (B 19) cs un agente inmunégeno que ha sido reconocido por mas de 30 afios,

do un tio uso en hos paises incluyendo Estados Unidos y México (4).

Estacepaesdec bujar icidad y ble, de i icidad relati alta,
y no sc propaga de animal a animal. Esas caracteristicas se han mantenido por la seleccion
cuidadosa de los cultivos de siembm, por la preparacion de una siembra original con las

dnd, 3 d

propi para la prod ion de una vacuna ¥ por la conservacion de éstas en

forma liofilizada. Es indi ble la ar ind. igil. ia en la elab idn y el p de

csta vacuna pam lograr que ¢l producto tenga la estabilidad, inocuidad y eficacia que en
general ha mostrado a lo largo de los afios (2).



Las nommas para la vacunn de Brucelln abortus cepa 19 (viva, para uso
veterinario)han sido descritas por el Comité de Expertos de In Organizacién Mundial de ta

Salud (OMS) en P Biologicos; se di de un cultive de sicmbm original

<< ft

io para la prey i6n de 1a o de lotes de siembra. S¢ recomienda que en los
paises en los que muis de un labomtorio prepara la vacuna de cepa 19, sea un labomtorio
central el que obtenga y distribuya los cultivos de siembra originales v prepare cultivos de
siembra liofilizados para su distribucién a los demas laboratorios. Ademiis, la vacuna
fabricada por cada laboratorio debe ser probada por ¢} laboratorio central antes de permitir su
empleo (2).

La vacuna dc cepa 19 puede producirse en un medio sdlide o en un medio liquido .
éste Gltimo paran la preparacion de lotes en gran escala (2.

La vacuna de Brucella abortus cepa 19 en su presentacion  de dosis clisica para
vacunar becerros de 3 a4 6 meses de edad, se ha elaborado en \éxico desde 1951, sin
embargo, su emplco no ha logrado arraigo en nuestra ganadenia por rarzones no hien detinidas
. atn cuando los programas dJde Ia campafa nacional vigente sepalan como obhgatorio el
vacunar con clla a todas las becerms Jde 3-6 meses de edad (11

$u uso cn adultos ha sido prohibido dado que existen problemas con los ttulos de
anticuerpos tan clevados que provocan aglutinacion en pruchas diagnosticas, esto presenta
dificultades al momento de diagnostico de la brucelosis sin embargo, estos inconvenientes
pucden ser minimizados utilizando 1a dosis reducida vy empleando pruchas serologicas mas
especificas despuds de los 10 meses (4). En 1941 cuando fue introducida en Jos Bstados
Unidos la vacunacién con cepa 19 1a dosis estandar fue de $¢10" Umidades Formadaoras de
Colonias (U.F.CC). A los inicios de 1981 algunos estados cambiaren a una dosis reducida
estandarizindola de 3=10" a4 3x10° UF.C. y en 1985 se descontinue. quedando de 31x10” a

1x10° esto en E.U. (15). Los 3 objetivos que se buscan con la reducaion de la dosis son:

1.- Reducir los titulos de i POS pos-vac H

2.- Reducir posibles efectos secundarios pos-vacunales.

3.- Aumecntar la edad de vacunacion de <4 a 12 meses.



A pesar de esto uno de los problemas més importantes de la vacunacion son los titulos
ystico de o infi do. Las

1 ya que csto dificulta ¢l di

de anticucrpos po
soluciones propucstas para cl problema son las siguientes:
1.-Bajar Ia dosis (dosis reducida).
2.-Bajar la ednd de vacunacion.
3.-No vacunar becerras en iircas de baja incidencia,
4.-Desarrollar mecjoras en las prucbas de diagndstico (15)
La vacunacion de gansdo sexualmente maduro ha despertado cuestionamicntos sobre

{a posibilidad de infeccion con cepa vacunal en ubre proyvocando titulos de anticuerpos
Jdos demucstran que un minimo porcentije de

inusuales en suero ¥ leche. LLos ostudios real
animales presentan infeccion en ubres tanto en la vacunacion de vaquillas como en ganado
aduito (22).

En los paises on desarrollo donde existe imposibilidad de pagar indemnizaciones por
la eliminacion de bovinos reactores a brucelosis, sc presentan con frecuencia rebaflos lecheros
que mucstran elevadas presalencias de la enfermedad . las que Hegan en muchos casos a tsas
supceriores Jdel 2024 FEstas prevalencias aparecen atn cuando se cumplan estnictimente las
normas de vacunacion tradicional (23). Esto obliga a buscar otros métodaos altemativos para la
imteccion, una de estas alternativas es la

proteccion del ganado contra una posible

revacunacion.
La revacunacion es una herramiconta poco estudiada ya Que no se sabe a ciencia cierta

si ayuda o no al control de la brucelosis. sin embargo. en la cuenca lechera de Lizayuca Fido.
de Hidalgo se tomé la deciston Jde revacunar a todo ol ganado a los 9 meses siguientes de la

vacunacion. fucron apareciendo nuevas vacas infectadas pero o pesar de esto el problema se
1983 por establecer un  programa,

redujo  considerablemente. Se opté entonces  en
fundamentado en vacunur becerras de 3 a 6 meses de edad con Ia vacuna estandar; todos estos
animales serian revacunados con dosis reducida al entrmar a su pnmer servicio de inseminaciéon
artificial. En esc afio sc sacriticaron 67 animales. lo que representa ¢l 0.36% de fa poblacién.
Para 1987 solamente se presentaron 5 casos de vacas reactoms. ©s imponante sefialar que esa

cuenca esti ubicada en una darca enzodtica para brucelosis (12).



b b Itados faha mas

A pesar de llevarse acabo cstas pricticas y
i i i6n para Ia ayuda que otorga la revacunacion.
El procedimiento para ¢! diagndéstico de cunlquier enfermedad debe tener por lo menas

las siguientes cualidades: ser de fAcil cjecucién , debe identificarse todos los animuales
reactores y ser capar. de diferenciar entre animales infectados v vacunados.

Desafortunadamente no existe alin ana téenica que  retna stas cardcteristicas.

Probablemente la brucelosis cuenta con mas pruchas de diagndstico que ninguna otra
enfermedad, sin embargo, la investigacion onentada al desarrollo de nuevos procedimicntos
continua activamente. Las dificultades técnicas que ofrece o diagnastico de esta enfermedad
han creado Ia necesidad de desarrollar investigaciones con cl afan de incrementar la eficiencia
de las técnicas de laboratorio.

Las prucbas scrologicas han constituido una importante herramienta en el diagnastico
de las enfermedadces entre otrus aspectos por la “rapides” en que dan sus resultados como en

su alta efectividad, las pruchas seroldgicas mas utilizadas en el diagnostico de brucelasis ~on

PRUEBA DE TARJFTA.- Sc fundamenta en la prucha de placa con antigeno
acidificado, la cual consistia en una mezcla del antigena de placa con tres diferentes deidos
dcido acdtico glacial concentrado, dcido Kictico concentrado y dcido tartirico al 60%5: soto que
tenia que ser preparado diariamente Estos autores observaron que el pH de 1a prucha destruia
la actividad de las aglutininas "no especificas™ sin afectar las "especificas™. Fs la prucha de
rutina para diagnosticar brucelosis, es rapida, sencitla, solo se necesita el suero v un test

comercial para realizarla; solamente es cualitstiva y puede dar muchos falsos positivos (6)

PRUEBA DE RIVANOL. .- Esta prueba fue desarrollada por Anderson (1963), v se

basa en que cl rivanol (que ©s un colorante de acridina) tiene la habilidad de precipitar las
~. Mediante el uso de

proteinas del sucra de bovino, entre cllas las aglutininas "no especifi
cantidades iguales de suero y una solucién al 126 de rivanol, queda un precipitado y un
sobrenadante : de cste sob d. exclusiv las IgG. Sin embargo, para
que la prueba pueda ser efectiva s¢ emplea un antigeno de Brucella abortus especial, que ©s

ante sc

altamente sensible, con el fin de compensar el efecto de la dilucién de los anticuerpos. Es una

6



prucba complementaria a la prucba de tarjeta, es de tipo cuantitativa, sin embargo, puede

Negar a dar resultados falsos positivos y negativos (6).

PRUEBA DE INMUNODIFUSION RADIAL.- Esta prucha ha sido evaluada en cf

ganado bovino y, en menor medida en ¢l ovino y caprino. En bovino, la prucba presenta una
imal con infeccion d uda por aislami

alta pecificidad para  difc
bacterioldgico de los vacunados con cepa 19. En ¢l caso mais desfavorable, que se da en la

vacunacion de adultos con la cepa 19, su especificidad es del 80%, supcrior al 66% dec la
i6n de Compl. 1a

Fijacién de Complemento. Sin embargo, como ocurre con la Fij
Inmunodifusion radial puede ser positiva en bovinos vacunados en la edad adulta o cn estado
de gestacién, cuando se establece una infeccién permancnie en las ubres por la cepa vacunal.
El 76.5% de los animales que climinan vacuns B-19 por la leche, contienen anticuerpos en la

sangre. Esta prucha ha sido aplicada al diagndstico de la brucelosis bovina dentro de

programas de contro! con bucnos resultados (7).

PRUEBA DE ELISA INDIRECTO - En esta prucba se ha encontrado que el ELISA
indirecto (ELISA-D usando como antigeno ¢l lipopolisacinido s tan sensible como las
prucbas de Tarjeta y Fijacion de Complemento para ol diagndstico de Ia infeccion por

B.abortus. Ademas, al analizar sucros con esta prucba, el ELISA ha resultado mas especifico
dos. En ¢l caso de los animales adulios, «l

para la difi ion entre vacunados ¢ i
ELISA ha sido tan especifico como la Inmunodifusion Radial y mas especifico que las

pruebas de Tarjeta y Fijacion de Complemento, aunque tampoco diferencia totalmente

vacunados de infectados (7).
En cl caso del antigeno no solo se ha empleado lipopolisacando, se han emplecado
del lipopolisacéarido (7).

) pl e 1 d, <




PRUEBA DE ELISA COMPETTITIVO.- Esta pwucba sc basa cn el uso de la cadena
"o" del lipopolisacarido dc B aborfus como antigeno, conjugado con una poli-L-lisina para
darle fijacion en una placa de poliestireno. y la utilizacion de anticuerpos monoclonales para
que compitan en contra de los anticuerpos séricos (20). Es altamente especifica ya que se ha
evaluado comparindolo con las pruchas de rutina en cl diagnadstico de la brucelosis (rarjeta.
rivanol, fijacion del complemento). esta tiene un alto grado de scleccidn entre animafes

] las investigaciones recientes demuestran que tiende a

fectados y
diferenciar el 100% dc los animales infectados ¥ es una herramienta muy 0t cuando se trata

de diferenciar animales que han sido vacunados con dosis reducida en edad adulta, sin
embargo, les han recibido mais de una vacunacion con dosis reducida esta

prucba pierde su capacidad de diferenciar animales (1).

3.

los

INMENTO - El empleo de la prucba de Fijacion

PRUEBA DE FIJACION DE COMPL.
de Complemento (F.C.) esti muy gencralizado para el diagnastico de la brucelosis en la vaca.
oveja y cabra. ofrece especial interds para distinguir las reacciones seroligicits consecutivas a
la vacunacion con vacunas vivas y las producidas por infeccion natural (2).Los resultados en
esta prucba son , mas confiables considerandola como una prucba de alta sensibilidad »

¥ los anticuerpos

especificidad. ya que las reacciones con antigeno, heterdlogo son menores
mas mipido gque los anticuerpos

o desaparccen

pos-vacunacion fijadores del compl
gluti {26). La t mas comun para la F.C. se basa en la fijacion en tno de 0 a 4 °C
dusante 13 o 18 h. Este método e¢s plenamente satisfactorio para investigar 1a brucelosis en

sucros humanos, pero en los casos de brucelosis bovina muchos laboratorios preficren recurmire
o un periodo mas corto, generalmente de media horm a 37 °C.

a la fijacién en cali
Varios factores influyen en la cleccion del método:
1. En general, se considera mis prictico ¢l empleo del método de fijacian en caliente.
ovinos y carprinos es

2. La actividad anticomplementaria de los sucros bovinos,
€l método de tijacion en caliente.

1 fo a S8 °C.

mayor Que de los sueros | pero cu se
los sucros de esos animales pucden inactivarse perfectamente
que para la fijacion en frio deben calentamse previamente al menos hasta 60 °C.
bti titulos mds altos.

3. Con la fijacién en frio se
B



4. Con la fijacién en cali se prodh con fr fe de 7 na, a
veces en titulo clevado, que dificul 1a ad. ion del si a un método de bajo con
son id ).

uno o dos tubos. En la fijacién en frio, las pr

CARACTERISTICAS DEL GENERO Brucella
El géncro Brucella estd constituido por seis especics de las cuales #rucella abortus es
la muis comun en ganado bovino . Estas son bactenas Gram negativas que miden 0.5 a 0.7
de forma cocobacilar, no son moviles, ni forman esporas . son negativas a la reaccién de la
catajasa y positivas a la oxidasa. La tempertura optima de crecimniento es de 37 °C y ef pH de
6.8, son microarganismos aecrobios estrictos, algunas de las especies y/o biotipos necesitan
uns atmasfera enriquecida con CO; (5-10%) y la adicion de sucro estéril de ternera al medio
de cultivo para su crecimiento. sobre todo si se trutt de aislamientos primarios (28). Estos
biotipos son una subdivision de las diferentes especics de brucellas a las cuales se les designa
un namero, en ¢l caso de Brucellu aborties se han descubierto hasta hoy los biotipos 1. 2, 3, 4
5. 6. 7.8y 9(2) de los cuales ha reportado en Amérnicd hasta 1985 los biotipos 1, 2,3, 4.6y 9
& en nuestro pais ¢l 1 y el 4 principalmente (14). Esto os importante para los estudios
epizooteoldgicos que se realizan en Mdéxico los cuales demuesttan que el biotipo mas

isla el

importante por la frecuencia con yue se ha reportado es el 1 (18).

es mas seguro pero tardado. en el se a

El diagndstico bacteriologico
microorganismo a partir de muestras obtenidas de anumales que han resultado positivos en las

prucbas serologicas. Se utiliza un medio selectivo para el primoaislamicnto y posterionnente
se puede cultivar en agar tripticasa soya. El medio selectivo mas utilizado para ¢l aislamiento
de Brucclla es el medio Farrell creado en 1974y s recomendado para el aislamiento de

Brucella a partit de muestras que pudicran estar contaminadas (leche. placenta, semen ¥

secreciones vaginales) este medio contiene:
1.- Basc de agar Brucella.
2.- Suero de temera estéril al 5%%.

do antibidticos v

SRO83A) icndo

3.- Suplemento selective (Oxoid

antimicrobianos como:



a) Bacitracina 25 mi! Unidadcs Inter i .

b) Polimixina B 5 mil Unidades 1 i 'ml.
c) Cyclohexamida 100 pg/ml.
d) Vancomicina 20 pg/ml.
©) Acido nalidixico S pg/ml.
) Nistatina 100 mil Unidades Intermnacionales/ml. (2).

Otros medios de cultivo especificos para el aislamiento de Brucella son:
1. Medio liquido de Brodic y Sintons.- Este medio cs usado proporcionar nutricntcs a

das, cn I c« lo

las bacterias cuando tratamos de aislarlas de
mismo que ¢l medio Farrell <olo que aqui su basc es de caldo tripticasa soya.

2.- Medio Ruiz Castaneda.- Es un medio desarrollado en 1974 para tratar de aislar
Brucella spp. de muestras de sangre y otros liquidos: consiste en botellas pequeias selladas
conteniendo medio de cultivo, estas son inoculadas con la sangre u otro liquido en el que sc

¢todo no es recomendable para utilizarse en material

Quicra i el aislami > Este
contaminndo.

3. Medio modificado de Vancomicina-Colitsteina-Nistatina.-  Este medio  fue
desarrollado en 1971 ¢ incorpora estos antibidticos en su formula es uulizado para el

aislamicnto de Arucella ovis a pantir de muestras de semen, también pucde ser utilizado para
el aislamiento de Brucella cars v otras especics de Brucclla. Es menos selecuvo que otros
medios de cultivo y es recomendado para el aislamiento de cepas de Brucella fastidiosas o
sensibles a los antibidticos (2).

Hay métodos de tincicn que permiten poner de relieve a las brucellas pueden hacerse
en frotis de membranas fetales. contenido gistrico de fetos, exudado vaginal semen de camero
etc. Los resultados positivos y negativos pueden confirmarse a mediante cultivo. En general,

< utilizan dos métodos:
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Método de Zichl-Neclsen modificado.

1.- Sccar y fijar ¢l frotis a la lama.

2.- Tediir durante 10 minutos con una dilucién al 1:10 de la solucién madre de fucsina
lucié dre: disolver 1g de fucsina basica cn 10 ml de alcohol

fenicada de Zichl-Neel ¢
absoluto y agregar 90 ml de solucidn de fenot al 5%).

3.- Lavar con agua corriente,
dtico al 0.5%6 durante 30 segundos como miximo.

3.« Dy 1 con #cido
5.- Lavar con cuidadosamente.
6.- Recolorear ligeramente (20 segundos) con azul de metileno al 196,

Las bruccllas aparccen teflidas de rojo sobre fondo azul (2).

Meétodo de K8ster modificado.
1.- Sccar y fijar el frotis en la flama.
2.- Teilir durante 1 minuto con una mezcla recién preparada de 2 partes de soluciéon

dn de ¥ S partes de una solucion de ImolAlitro de hidréxido de potasio.

3.« Lavar con agua corricnte.
4.- Decolorar dos veces durante 10 a 20 segundos con dcido sulfirico al 0.1%.

5.- Lavar con agun corriente.
6.- Recolorear con azul de metileno fenicado al 196 de 20 a 30 scgundos.
las brucellas aparccen teflidas de rojo anaranjado sobre fondo azud (2).

Para la confirmacioén de la especic y biotipo de Brucella sc realizan las prucbas bioquimicas
correspondientes:

PRUEBA DE TRIPLE AZUCAR HIERRO (TSI).- Esta prucha se utiliza pam
bohid: (Gl Lactosa y Sucrosa). Sc¢ usa como

d: i la fer i de los car
primer paso en la identificacién de bacterias Gram negativas, como base de prucbas

adicionales.
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PRUEBA DE ACIDO SULFHIDRICO.- C on o inor la produccién de ac,
sulfhidrico a través de una tira de papel imp da con de pl al 10%s, éste sc
ducido por las b ins (2).

oscurece por la presencia del écido pr

PRUEBA DE UREA .- En esta prucba se determina la capacidad de degradar la urca, a
dicndo de Ia idad de degradacion

wavés de la prodi i6n de la urcasa. Dey T
serd el tipo de Brucella (2).
PRUEBA DE DEPENDENCIA DE COLORANTES.- C, <n brar cn di
fucsina y safranina); las diferentes especies de Brucelia, pueden

base de Brucella (con ti

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

PRUEBA DE REACCION CON ANTISUEROS.- Se utiliza para detcrminar ct
d ina si la Brucella es de tipo liso o rugoso; se utilizan

biotipo correspondi o sea. se

los antisucros A , M.y R (2).

PRUEBA DE FAGOTIPIFICACION.- Est prucba consiste cn determinar qué tipo de
fagos inhibe €l crecimiento de la hacteria, para que de ésta forma sc clasifique el biotipo de

que sc trata; algunos de los fagos mas utilizados son: [z, Rc, Wby Th (2).
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OBJETIVOS



un di l6gico y b ioldgico (a partir de muestras de leche) de un
hato bovino con probl. de br losi do con dosis reducida de Brucella aborrus
cepa 19

-Obtener la especificidad de diversas prucbas scrolégicas para ¢l diagnéstico de

q )

bovinos contra la br
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MATERIAL Y METODOS



Y

P de experi

Sc utilizd un hato lechero de 70 vacas Holstein, 35 de cllas con diferente produccién
lechera y el resto vaquillas de reemplazo. El hato sc encuentra en 1a Facultad de Estudios
carretera Cuautitlin-Teoloyucan Km

Superi Ci itlAn, UNAM, localizado en Ia

2.5, en el icipio de C itldn lzcalli, d deadas de expl i dc ovinos,
caprinos, equines, aves y concjos, asli como dreas de cultivo ¢ instalaciones educativas. El
hato bovino sc lasi do de o a produccién, nimero de parto de las vacas, o

Si estin sccas o son vacas de prictica.

Material bioldgico
La revacunacién se recalizé con la cepa 19 a dosis reducida (3~10

subcutinca.

° U.F.Cs/ml ) via

Material y dologia para
Sec obtuvicron muecstras de sangre de vena coccigea mediante tubos al vacio los cuales
d 15 mi P do de ésta mancra ¢l suero necesario

se centrifugaron a 2500 rpm
vaciandolo en viales (Ependof); ¢stos mucstreos se realizaron de forma periodica a intervalos

desde el dia O a los 30, 60, 90, 180 y 270 dias pos-vacunacion,

Material para aistamiento

C 1 io al de suero sc de leche abtenidas de los 3
cuartos dec las vacas productoras cn tubos de vidrie con tapdn de rosca previamente
esterilizados. A partir de cstas sc inte el aislami de Brucellia aborius,
sembrandolas en medio sclcctivo Farrell, se centrifugaron y sc sembro la grasa y el sedimento,
se i b en dici H filicas y normales. El resembrado se hizo en medio
de tripticasa soya y sc 'H las pruebas bi respectivas para establecer la
especic de Brucella, como son: produccion de dcido sulfihidrico, urca, triple azicar hierro
(TSI).. Ademis la prucba dec dependencia de col inay R
con antisuero A y M para conocer el biotipo . F ipificacié pl do los fagos: 1z, Rc,
Wb, Tb. Estas prucbas sc i scgtmn la técnica d ita por Alton y col.
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Método cstadistico
Los dos fucron izados por cl métod tistico de X

DESCRIPCION DE LAS TECNICAS.

PRUEBA DE TARJETA
Para la rcalizacién de la Prucba de Tarjeta sc utilizd una pipcta micrométrica, se
colocaron 30 u! dc suero en una placa de vidrio, postcriormente se colocaron 30 ul de
antigeno para prucba de tarjeta, se mezclaron y sc agitaron durante 4 min: postcrionmente sc

observaron en una fuente la p ia o ia de agluti ion indicaron si la

prucba era positiva o negativa (2).

PRUF.BA DE RIVANOL
Sec mezclaron 0.4 ml de sucro con 0.4 ml de solucidon de rivanol. se dejaron reposar
durante 30 minutos y posteriormente se centrifugaron a 3000 mpm durante § nun
Posteriormente se tomo el sobrenadante con una pipeta de 0.2 ml y se hicicron las diluciones
correspondicntes (0.08, 0.04, 0.02, 0.01 ¥ 0.005 m!) en una placa de vidrio. se agregaron 30 ul
de antigeno parn prucba de rivanol, se mezelaron de menor a mayar concentraciéon | sc
agitaron 4 veces y sc dejé reposar en un estuche para prucba de rivanol durante 6 minutos;

posteriormente sc observd en una fuente luminosa y se realizd la lectura (6.

PRUEBA DE INMUNODIFUSION RADIAL
Se utilizaron portaobjetos limpios y desengrasados, se cubrieron con gel que contenia:
u) Solucién de anti dec hap nativo (lug/ml.). b) Solucién de 1 difusion Radial
(IDR) de gei c) Solucién ameorti d. de glicil Se hicicron perforaciones en el agar en

hileras de 6 mm de dis y con una ién enue ellos de 3 mm aproximadamente. Los

sucros se dispensaron (0.02 ml) en los pozos y s¢ dejaron incubando durante 24 h a
bi al dia sigui sec realizé 1a )

17
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PRUEBA DE ELISA INDIRECTO

Se realizd sobre micropl de poliesti de 96 pocillos de fondo plano. Tras una
titulacién previa, €l Lipopolisacérido (LPS) liso de B. aborfus sc lco a una id
de 2.5 mg/ml en solucién amorti da de carb (0.06 M pH 9.6). La adsorcién se
consiguié afimdicendo a los pocillos 100 il de esta solucion ¢ bando d 24 hald7°C.
El antigeno no adsorbido, sc retiro di 3 lavados con solucidn amorti dora dc fosf:

(PBS) adicionado con un detergente on este caso s¢ uso Tween 20 y con esta solucion (PBS-
Tween) se realizaron los lavados, sc scllaron las placas y se guardaron a 4°C. La técnica sc
realizd como se describe a continuacion:

A. Incubacién de 100 ul dc sucro problema, diluido en PBS-Tween, de 1:200 a
1:1.600, durante 60 min a 37 °C.

B. Lavado de las placa con los sueros con PBS-Tween.

C. Incubaciéon (60 min, 37 °C) de 100 ul de conjugado sc empico anti-1gG bovina

htenid i

en jo con pe
D. Lavado 3 veces con PBS-Tween.
E. Adicién de 100 ul de sustrato ¢ incubacidn durante 15 min a temperatura ambiente.
Como sustrato se empleo dcido 2-2 azinobis, 3-etilb i lina sulfirico (ABTS, 5.5 mg en
50 ml de Solucién amortiguada de citrato 0.05M pH 4, mas 19 ul de agua oxigenada al
1.2%).

F. La lectura se realizé a los 15 min, sin detener la reaccién, a una A de 405 nm en un

fotd altiple, provisto de un registrador de datos (7).
PRUEBA DE ELISA COMPETITIVO

Se utilizd lipopolisacarido como i, pegandolo en placas de policstireno a una
i6n de 100 ug diluidos en 100 ul de solucion amorti d de carb al 0.06
M, pH 9.6 por pozo. durante 18 horas a 20 °C y conservandolas cn congelacién a -20 °C.
Anics de usar las placas fi d ladas a 37 °C & 30245 mi Scl 4
veces en una soluciéon amortiguadora de PBS Tween al 0.1 M contenicndo 0.15 M de NaCl y
0.05% de Tween 20 para ver el i det Hf Se adici 50 pl de suero

en concentracién 1:10, diluido en PBS coatcniendo 7.5 mM de sal de dcido ctilendiamino
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tetrucdtico disodium (EDTA) y fcido etilenglicol-bis ([}-aminoctil éter)- tetracetil (EGTA),
seguido S0 pul de anticucrpos monoclonales, MR4, también diluidos en PBS con
EDTA/EGTA, todo fue adicionado por duplicado. Se ulilizaron cuatro  contrules: un suero
con altos titulos de una vaca infectada con 8. gborfus, un sucro con bajos titulos de una vaca
inmunizada, un sucre de un animal negativo y un control blunco (solo anticuerpos
monoclonales y PBS). La placa fue incubada por 30 minutos a 20 €7y lavada 4 veces en
PBS tween. Fueron agregikdos anticuerpos punticados afines a la antt-1gG de raton obtenidos
de cabra; 100 pl de una dilucion en PBS en cada poszo ¥ se incubo por 30 minutos Despuds 3
lavados adicionales, ¢l sustrato (1.0 mM de H,O; v 4 mM de ARTS) fue adicionado y se
dicron continuas agitaciones circulares por 10 minutos. Se unlizo una 3. de 314 nm para
obtener la densidad 6ptica. Los datos s presentan como "o de inlibicion relativa o el control
Aqucllos sucros que daban un valor de 307 de inhibicion o mas tfucron considerados

positivos y fucton reexaminasdos. (20)

PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO

Se realizd  la téenica en caliente para Lt cual se utilizd microplacas de plistico con
fondo en U la técnica se realizo de la siguiente mancr:

a) Se realizaron 5 Jdiluciones de cada muestra de sucero vy un contro! para medir la
actividad complumentania de cada suero

b) Se diluyd cada muestra de suero en una refacion 15 utilizando 0.6 m) de SSF v
0.15 mi del sucero problema inactivado

¢) Se dispusicron los sucros en pozos. una hilern para cada sucro a probarse.
agregando con uni pipeta automatica 0.25 ml de diluyente a cada poro exceptuando el
primero de cada hilera.

d) Con una pipetn s extrajo 0.5 ml de la primera dilucion de sucro y se colocaron 0.25
ml! al primer pozo y 0.25 ml al segundo, mezclando éste para pasar 0.25 al siguicnte.
repitiendo la operncién hasta llegar al numero 5, del que una vez efectuada o mezcla se
desecharon 0.25 ml . El pozo numero 5 que corresponde al suero inactivado.

¢) Sc agrego 0.25 ml de antigeno debidamente diluido a todos los tubos. El
complemento se conservo frio micntras se distribuyo.
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Para verificar el grado de actividad del complemento se prepararon 4 tubos testigos
con 0.05 ml dc complemento en 0.7 ml de diluyente cada uno; ¢l complemento se agrego
cuidadosamente con una pipeta de 0.1 ml, estos testigos se prepararon en tubos de vidrio.

f) Sc conscrvaron las placas problema y los tubos testigos a una temperaturn de 37°
C durante 30 minutos en bafio maria.

£) Sc agregd 0.25 ml del sistema indicador (eritrocitos de carmero) a todos Jos pozos
y a los tubos testigos.

h) Sc incubaron las placas y los tubos en bufo maria a 37° C durante 30 min . para
completar la prueba.

i) Se agregd 1 ml de diluyente frio en cada pozo y tubos de la prueba sc
centrifugaron las placas para observar el grado de hemolisis.

Los resultados se clasificaron como positivos ¥y negativos dando como positivos a

los sucros de los animales que dicron titulos mayores a 1 '8 (2).

REALIZACION DEL MEDIO FARRELL

Se prepara la base de agar brucella en una proporcian Jde 23g/1 L de agua destilada se
mezcla ¥ se pone a calentar hasta que clarifique, después se esteriliza por autoclave
micntras tanto, s¢ resuspende e suplemento selectivo de antibidticos en 10 ml de una
mezcla de 50% de agua destilada estéril y 5026 de metano! manteniédndose de 10 a 15
minutos a temperatura ambiente, una ver estéril el medio se le deja enfriar y postenormente
se afade 25 ml de sucro de ternera estéril por cada 500 ml de medio mas 10 ml del
suplemento sclectivo. Se homogeniza procurando no hacer espuma v se dispensa en placas

no muy finas.

IDENTIFICACION BACTERIOLOGICA DE LAS CEPAS AISLADAS

PRUEBA DE TSI
En un medio de TS! se scmbré la bacteria por picadura y estria, se incubo a 37° C
por 4B h, después de lo cual se hizo la lectura correspondiente. El género Brucella da
resultados negativo.
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PRUEBA DE UREA
En un medio base s¢ agregd una solucién de urea nl 5% . y un indicador de pH (rojo
de fenol) . este es vaciado a tubos de ensaye y sec dcjaron que solidificaran en forma
inclinada, la bacteria fue sembrada por estria y sc incubo a 37° C  por 24 h. El género

Brucclla dio un resultado positivo (2).

PRUEBA DE ACIDO SULFHIDRICO
En un medio de agar brucella inclinado se sembro la bacteria por estria, junto con
esta se colocéd en cl interior una tira de papel impregnada con acetato de plomo, ¢l tubo fue
puesto a incubar durante 48 h a 37° C. Para la especic  aborius la prucba dio positiva

(observandose la tira de papcel de un color negro intenso) (2).

PRUEBA DE DEPENDENCIA DE COLORANTES
En un medio base de agar sangre sc hicicron diluciones de los siguicntes colorantes:
Tionina cn una concentracion al 0.1%a (1/25,000, 1/50,000 y 1/100,000), Fucsina en unn
1%3a

concentracion al 0.196 (1/50.000 ¥ 1/100.000) y Safranina en un concentracion al o

(1710,000) . Estos medios fucron sembrados con un hisopo impregnado de una suspensiéon

bacteriana ajustada a una concentracion de 0.9<10° U.F.C. / ml, se incuban a 37° C por 48

& 72 h. D di do de el cre i cn las difc s concentraciones del colorante, se
¥

pucde conocer el biotipo del que se trata .

PRUEBA DE REACCION CON ANTISUEROS MONOESPECIFICOS

En microplacas de plastico se agregaron en cada columna 30p de solucion salina
fisiolégica y, posteriormente sc agregaron 25ul de una suspension bacteriana con una
concentracion de 1-10° U.F.C./ml. lucgo se agregaron 10ul de antisuero (y sc realizaron
diluciénes: §:5, 1:10, 1:20. 1:40, 1:80, 1:160). Después se¢ procedio a incubar las placas a
37° C durante 24 h. El antisuero que dio cl titulo mas alto indico ¢l biotipo al que pertencec

la bacteria.
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PRUEBA DE FAGOTIPIFICACION

En un medio de basc de agar sc ife lincas una para cada
ccpa a probar, con un hisopo impregnado en una suspencién bacteriana a la misma
concentracién usada para la prucba de los i 0s posteri con una jeringa

insulinica se agrego en medio de cada linea sembrada una gota de una suspension de fagos
a una concentracién de 1=10* (dilucién corriente de prucba). posteriormente se incubo a
27° C durante 48 a 72 h. La presencia de lisis se interpreto como lisis total, parcial o nula,

para los fagos Wb, Tb, Iz y R/C.

PRUEBA DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS
Complementario a las prucbas bioquimicas se¢ realizo ¢l sembrado de la cepa
problema en medio con 5 U.I/ml de penicilina para determinar si la cepa era vacunal o de

campo ya que esta Ultima puecde crecer en presencia del antibidtico (2).
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Las prucbas dc tarjcta, rivanol, ELISA-l y fijaci6én de pl son las que
dctectan una mayor cantidad de reactores positivos, de los 30 a los 270 dias pos-vacunacion.
En contraste las prucbas de ELISA-Competitivo (ELISA-C) ¢ IDR presentaron un  menor

de ani Jes positivos ( dro 1).

A los 270 dias pos-vacunacion la prucba de tarjeta presento un  50% de reactores

positivos, un 31% la prucba de rivanol, un 299% la prucha de ELISA-L ¥ un 45% pam fa F.C
a diferencia de las prucbas de ELISA-C ¢ IDR que presentaron un 875 de reactores positivos

alos 270 dias.

En la especificidad de las prucbas diagndsticas pucde apreociar que las prucbiss de
ELISA-CcIDR ¢ on un por je del 100% a los 270 dias cada una y las prucbas de
tatjeta. rivanol, F.C. y ELISA-I pr on un pe je del §3%, 74% 599 v T0%

respectivamente lo que indica que una gran diferencia en cuanto a especificidad entre ELISA-
C e IDR y las demds prucbas (cuadro 2).

La sensibilidad y especificidad al dia 0 muestran que las pruchas de tarjeta ¢ ELISA
son las mas sensibles con un 100% cada una. en cambio las pruebas mis especificas fueron
ELISA-C c IDR también con un 100 % cada una (cuadro 3).

En cuanto a fos valores predictivos observamos que al dia O antes de la revacunacion,
la mayoria de las prucbas ticnen 100%% de valor predictivo positive » negativo. excepto en el
caso de F.C. ¢ IDR con una diferencia minima en su valor predictivo negativo (9925) (cuasdro
4). Por cl contrario los resultados del valor predictivo al dia 270 pos-revacunacion muestran
variabilidad en sus resultados. ya que solo la IDR y ELISA-C tienen un valor predictivo
positivo del 100% mientras que las prucbas de tarjeta, rivanol, F.C. y ELISA-I tienen un valor
predictivo negativo del 100% (cuadro 5).

Enel co basal se pr on reactores en todas las pruchas, aunque en diterente

les pr vestigios de la inmunidad que adquirieron en

ntmero, dado que alg
su primera vacunacién y cn otros sc aislé la bacteria lo que determino que algunos animales
se¢ encontraban enfermos.
Los positivos que sc detectaron en el muestreo basal por las prucbas de ELISA-C e
IDR., son las seis vacas de las cuales sc consiguid cl aislamiento de Brucella aborius a partir
de muestras de leche .
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Las g bas bi {mi que las bacterias aisladas de las mucstras de leche
son Bruccilla abortus biotipo 1, ya que resulio positiva a Ias prucbas de produccion de dcido
sulfihidrico y wrea y ncgativa a la prucha de TSI (triple azicar hicrro) y se determino que se

trataba del Biotipo 1 cepa de campo ya que hubo imi en p ia de los col

ficsins y safranina en todas sus i d de con cf i o
i pecifico A y § lisis en p ia de los fagos 1z, Wb y Th. la confirmacién
dcl tipo de cepa fue lizada por ¢l imi en pr ia de ibidtico que en este cuso
fue positiva (cuadro 7). Estos Itad fucron fos con lo que marca la literatura
(cuadro 6). En basc a estos aisl i sc d i que la preval a de br is en ¢l

hato cra del B%a,

El anAlisis de X? mostrd diferencia significativa comparandola cntre las difcrentes
prucbas.
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TOTALES DE ANIMALES POSITIVOS POR MUESTREO

TIPO DE DiA Dia DIA DIA DIA DIA
PRUEBA. [ 30 60 90 180 270
PRUEBA DE 21 68 63 54 49 26
TARJETA

PRUEBA DE 10 65 51 45 27 16
RIVANOL

INMUNODIFUSI- 6* 6* 3 3* PLd a3~
ON RADIAL

FIJACION DEL 17 65 55 53 32 23
COMPLEMENTO.

ELISA 16 44 33 8 22 15
INDIRECTO

ELISA 6* 6* 5 a* 5 3+
COMPETITIVO

AISLAMIENTO 6* 6% 5 re 5= ry
TOTAL DE 73 70 66 58 59 51
ANIMALES

Sy Tou mcaneos Sermadcs
Nota. La cantidad de anmales mucmresdos vana yo que despucs de Lot 50 dias alguncs de cutm fcron Lacnficados e SnTrue Funnes.
mlerrgn de que €Ot MUCIETEOL RO InChryon L vec FEstantcs y Sccas

CUADRO 1. En cstc cusdro sc aprecia fa diférencia enore ol namero de reactivos pasitivos a fas difercntes
prucbas scroldgicas; vemas que las prucbas de IDR y ELISA-C mucstran [os mismos feactores que s su vez
U a [t
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ESPECIFICIDAD EXPRESADA EN PORCENTAJE DE LAS
PRUEBAS SEROLOGICAS DE LOS ANIMALES REVACUNADOS
CON Brucellia abortus CEPA 19

TIPO DE DIA DIiA 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

FUJACION DEL 83 15 18 9 54 59
COMPLEMENTO

INMUNODIFUSI- 100 100 100 100 100 100
ON RADIAL

ELISA 82 37 40 92 68 76
INDIRECTO

ELTSA 100 100 100 100 100 100
COMPETITIVO

CUADRO 2. AqQui sc pucde apreciar que las prucbas de 1DR 3 ELISA-C ticnen una alta especificedad (100%3) a
todo lo largo del trabajo. cosa que no sucede con las demas prucbas va que su i
los diferentes muestreos.

vara en
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SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LAS DIFERENTES
PRUEBAS SEROLOGICAS (DiA 0)

TIPO DE SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD
PRUEBA (%) (%)

PRUEBA DE TARUETA 100 77

PRUEBA DE RIVANOL 83 93

FUJACION DEL 83 83
COMPLEMENTO

INMUNODIFUSION 66 100

RADIAL

ELISA-INDIRECTO 100 84
ELISA-COMPETITIVO 83 100

CUADRO J. S¢ obscrva que ¢n ¢) dia O las prucbas mas sensidles son la prueba de tarjeta y la prucba de
ELISA-1, cn cambio las prucbas mas especificas son IDR y ELISA-C.
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*VALOR PREDICTIVO DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS
DE LOS ANIMALES **VACUNADOS

TIPO DE VALOR PREDICTIVO | VALOR PREDICTIVO
PRUEBA POSITIVO (%) NEGATIVO (%)
PRUEBA DE TARJETA 100 100
PRUEBA DE RIVANOL 100 100
FIJACION DEL 100 99
COMPLEMENTO
INMUNODIFUSION 100 99
RADIAL
ELISA-INDIRECTO 100 100
ELISA-COMPETITIVO 100 100

on base 5 datos ) Uabayo de Keyes (1990)

* *Dia 0 amics dc L3 rovacunacion

CUADRO 4. En cstc cuadro 1c aprecia que todas 1as prucbas tienen una alta probabilidad de que sus
resultados scan los COfrectos, ya que todas tiene porcentajes altos tanto cn valor predictivo positivo que en

hegativo.
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VALOR PREDICTIVO DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS
DE LOS ANIMALES *REVACUNADOS

TIPO DE VALOR PREDICTIVO VALOR PREDICTIVO
PRUEBA POSITIVO (%%) NFEGATIVO (%)
PRUEBA DE TARJETA 28 100

PRUEBA DE RIVANOL 35 100
FIJACION DEL 31 98
COMPLEMENTO

INMUNODIFUSION 100 100

RADIAL

ELISA-INDIRECTO 35 97
ELISA-COMPETITIVO 100 100

TTo1a 270 pos-rey scunmceon
CUADRO 8. Sc obscrva que a diferencia del cuadro anteriar aqui 13 may oria de Jas prucbas tienen resultados

variables exceptuando a las prucbas de IDR y ELISA-C ya que estas ienen un porcentaje de valor predictivo
positivo y negative del 100 %.
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*CARACTERES DIFERENCIALES DE LAS ESPECIES DEL GENERO BRUCELLA Y SUS

BIOTIPOS
BEPENDENCIA DE COLORANTES
TIONINA FLCSINY  AGLUTINACION
CONSUERON
FSPECIE BIOTIPO PRODUCCIDN DF ¢ UREN 128000 150000 1110000 150,000 /100,000 A L]
SLLEHIDRICO
B. melitensis 1 v ’ + + + . +
2 [ + + + 3 ¢ .
] . ¥ . + + + + + +
B. abortus [} + + . + +
2 + . . . - + .
3 v . . . + + + + .
g 4 [ ' 0 I . 3
S + ] ] + + - +
6 ¥ 0 ] + ) ! ] .
7 \ [ . ' . ‘ + + +
| + . * + + . +
9 . + . . . . + . +
B suis 1 + N ‘ ‘ B + -
7 P . v N 7 N
k) . . . + . + + .
3 T B B v 3 ¥ + +
B n¢olomae | + + . . + .
Bovis { N . * M + M - -
B. canis | M * . ’ + -
Vevma
*Realuado deacuerdo 8 Ala y cof

CAUADRO 6. En este cusdro se obsenvan las diferentes especies y buotipos de Brucellu y sus resubados en duferentes prucbas de identificacidn, este ¢ un
cuadro de referencia pars comparar los resultados de algunas de las pruchas realizadas 2 las cepas ansladas



RESULTADOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS REALIZADAS
A LAS CEPAS AISLADAS

NUMERO DE VACA
PRUEBA 108 121 128 132 153 161
BIOQUIMICA
TRIPLE AZUCAR - - - - - -
HIERRO
PRODUCCION DE Ac. + + + -+ + +
SULFHIDRICO
UREA + -+ + -+ -+ ~+
DEPENDENCIA DE
COLORANTES
TIONINA
1725.000 - - - - - -
1/50.000 - - - - - -
1/100,00 - - - - - -
FUCSINA
1/50,000 -+ + + + + -
1/100.000 + + + + -+ +
SAFRANINA
110,000 + + + -+ + -+
REACCION CON
ANTISUEROS
A -+ + + + + -
M - - - - - -
FAGOTIPIFICACION
iz + + + + + “+
Rc - - - - - -
Wh + -+ + + + -+
T + -+ + + + +
CRECIMIENTO EN + “+ + + + -+
ANTIBIOTICO

1o cuales nos

CUADRO 7, En este cuadro se pueden apreciar los de las p
indican que sc trata de un Srucella abartus bitipo | cepa de campo.
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DISCUSION



Pinochet y col (1991) Realizaron un trabajo en el cual revacund hembras adultas con

dosis reducida (4.5%10° U.F.C.) via conjuntival, que hablan sido vacunadas entre jos 3y 8

meses de edad con dosis completa de B abortus cepa 19. Formo 2 grupes, uno

experimental al cual se le aplico la revacunacién y un grupo control, se realiznron
muesucos periédicos ¥y se Hevaron acabo pruchas scrologicas para dar seguimiento i la
curva de anticuerpos, observo que a pesar de la alta prevalencia de la enfermedad no se
presentaron casos en los animales revacunados, cosa que no sucedid con los anbmales
testigos ya que algunos de cllos se infectaron (23). En el caso de ¢l trabajo realizado en Ia
FES-C sc plantea una situacién similar ya que animales de un establo en una zona de alia
vacunados entre 3y 6 meses de cedad se les aplico una

prevalencia de  brucelos:
revacunacién con dosis reducida pero en este caso fue 3<10° U.F.C por via subcutanea,
ademads a diferencia del trabajo de Pinochet no se contd con un grupo testigo y s realizaron
b, También cabe destacar que el hato de

5 prucbas diagnosticas para dar
C se encucntra en una zona donde la prevalencia es mucho menor que donde se encontraban
los animales del estudio de Pinochet; pese a esto hubo mucha similitud con los resultados
obtenidos en este rabajo ya que No se encontruron nuevos reactures a la enfermedad

después de la revacunacion. Flores ([985) realizd un trabajo en el cual vacund becerras de

3

a 6 meses con dosis normal (5-6 =10° UF.C.) dc cepa 19 de & abcortus cn Ia cuenca de
Tizayuca Hidalgo. sin embargo, al observar que la prevalencia aumentd sy que ¢l namero de
vacas seropositivas sc incrementaba al igual que el aislamicnto de cepas patdgenas de
Brucella, se decidié revacunar todo ¢l ganado con dosis reducida (3- 10" VLF.C) por via
subcutdnea al mismo tiecmpo que se hicicron mas estrictas las medidas preventivas, esto
repercutié en una dramadtica baja en ¢l numero de animales desechados por oste concepto:
de una poblacién en 1982 de 18.456 bovinos con un total de animales eliminados por
brucclosis de 1,183 a una poblacion e¢n 1983 de 18.425 con un total de animales eliminados
de solo 1345 (13). Esto s resultados son parecidos a los de este trabajo ya que antes del

programa se habia aislado R.ubortus de 6 animales y al lermino del wrabajo no se

prescntaron NUevos casos.
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en zonas icas de

El uso de 1a re i6n cs indicado para hatos I
1a enfermedad en donde los animales se encucntran en mayor riesgo de contraer la infeccion
¥ cuando la vacunacién unica con dosis normal a veces cs insuficiente para la prevencion

como lo d iormente Pi h v Flores. La revacunacién provoca una

iarin asi como ¢l de la idad dc i pos quc los

resp

animales pasan a sus crias.

La prucba de tarjeta es la prucba tamiz para ¢! diagndstico de la brucelosis bovina
scgun la Norma Oficial Mexicana (IN.O.M ) contra la brucclosis en la que se establece como
prucba tantiz, mostré en este trabajo un porcentaje de reactores del 95.4%4 a los 60 dias pos-
revacunacion. lo que ditiere del trubajo de Pinochet (1991) que reparta un porcentaje del
30.6% de reactores positivos a los 45 dias pos-revacunacion (23). El mayor porcentaje de

positivos en nuestro trabajo se atribuye a que la vacunacion en el trabajo de Pinochet fue

j ival ¥y no subcutinea. Ya que la via conjuntival provoca una menor respuesta de
anticuerpos aunque ©sto no merma Ia protecciaon. Sudrez (1993) describe a la prucba de
tarjeta como una técnica usada de rutina para el diagndstico, sin embarge los resultados gue
se obticnen no son confiables por ¢l alto nimero de falsos negativos (27). Esto puede
observarse en ¢l presente trabajo ya que nueve meses después de la revacuniacion se
encontraron 26 animales de los cuales solo 4 fueron confirmados por aislamicnto de un total

de 51 animales.

Dohol y col (1986) describicron la gran especificidad de 1a prucba de fijacidn del
complemento (cerca de un 100%0) para el diagnéstico serologico en bovinos no vacunados
(9). Nicolleti (1976) en un reporte preliminar sobre la eficiencia de la vacunacion del
ganado adulto usando cepa 19, reporta que entre los 7-9 mesces después de una vacunaciéon
con dosis reducida los titulos de anticuerpos en la prucha de F.C. desciende de forma
significativa (21). Sin embargo ¢n ¢l caso de ¢l hato de la FES-C la prucba de F.C. ubtuvo

un 45% de reactores positivos 270 dias después de {a re i Diaz y Blasco (1986)
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reporta In 1 pecificidad en 1a distincion de ani infectados de d

con
cepa 19 cuando 1a vacunacion se practica entre los 3 y 7 meses de edad (8). Pero en e caso

de la revacunacién no hubo tal especificidnd ya que a los 270 dias pos-revacunacion, al
igual que Ia prucba de tarjeta la F.C. presentaba un numero imporntante de reactores
positivos, los cuales la mayoria (54% a los 270 dias) no concuerdan con los animales
positivos o aislamiento. Esta prueba estia considerada por su alta sensibilidad, sin embargo
al momento de diferenciar entre animales vacunados de infectados su capacidad ¢s muy

pobre ¥y las mismas camcteristicas sc presentan en animales revacunados.

Sutherland (1985) demuestran que la prucba de ELISA-l tiene una mayor
sensibilidad que la F.C. ya que desafio vacas que habian sido vacunadas con cepa 19 de #
abortus de 3-6 meses de edad. estos animales fueron muestreados por desafio y se observo
que la respuesta en la ELISA-L fue mayor que la F.C. ya que sc detectaron anticucrpos

durante un periodo significativamente largo (29) Este trubajo diticre del hecho en F

con la revacunaciaon, porque la prucba de F.C. tubo una especificidad del 4325 mayor que 1a

ELISA-1 que fue del 28%4 al final del trabajo. en este caso la prucha de E

SA-l tuvo un
29% de reactores positivos a los 270 dias pos-revacunacion. Urmenta (1988) probo varios
tipos de antigenos para la prucba de ELISA-l ¥ observo que en sucros diluidos 1:400
utilizando hapteno nativo y LPS como antigeno no hay diferencia significativa, ya que
detectd los anticucrpos vacunales e intecciosos contra B aborrus. estos animales tueron
vacunados con dosis clisica de cepa 19 (30). En ¢l presente trabajo se utilizo el LPS comao

antigeno para la prucba de ELISA-I con los resultados ya antes mencioniclos.

Nicoletti (1976) observa que la pruecba de rivanol es una buena opcidon para

dos de infe d. despudés de Ja vacunacion del ganado adulto
con dosis reducida , sin embargo no menciona la especificidad que obtuvo en la prucba
(21). Reyes (1996) menciona una especificidad del 95% a los 210 dias pos-vacunacién. cn

el hato de FES-C; sin embargo en la revacunacién, la prueba de rivanol fue poco efectiva al

36



bién a los 270 dias sc observo una

daria inducida por Ia

dife i v de i dos ya quec
especificidad del 85% (24). Esto se¢ debe a que en la resy
segunda vacunacidn que se aplica, se provoca la produccion de anticuerpus de tipo 1gG en

grandes cantidades y en cantidades menores IgM (16.25, 31). Por esta razén posiblemente
12 prucba dc rivanol al ser selectiva para detectar anticucrpos [gG de tipo “infecciosos™
ian provocando resultados talsos positivos.

reaccione ante los producidos por la re

Varios autores han trabajado con la prucba de IDR obscervando su alu especificidad
(80% por lo menos) cn ganado bovino tanto con dosis normal como con dosis reducida de
cepa 19 (3.5.6.8.16.). Esta especificidad es tan alta. por el uso del hapteno nativo en la
prucba. Berman y Jones (1979) observaron que ¢l uso de hapteno native en una solucion de
gel de agarosa conteniendo un 10% de NaCl precipita rapidamente los anticuerpos, tan bien
como lo haria el LPS; solo que el hapteno pativo es un antigeno de tipo intracclular por 1o
que solo una exposicion prolongada de 1a bacteria al sistema inmune como es el caso de una
infecccion por cepa de campo se producen anticuerpos contra ¢l hapteno nativo ¥ no cuando

se trawx de una exposicion temporal al microorganismo como es ¢l caso de la revacunacion

con cepa 19,

También describen la capacidad que tiene la prueba para descubrir animales

cion de vacas con dosis reducida comparandola con otras

positivos después de la va
prucbas como tarjeta, rivanol )
reducida (5= 10° U.F.C/ml), mucstreadas periodicamente ¥ se realizaron las prucbas antes

F.C., 23 vacas preiadas fueron vacunadas con dosis

mencionadas; los resultados demostraron que la prueba de IDR fue la que menos resultados
falsos positivos presentd seguida por la de F.C., la prucbas de tarjeta y la prucba de rivanol
fucron las que presentaron may or naumero de falsos positivos pos-vacunacion (3). Berman y

Jones, describen ¢l trabajo realizado por Deyoe en donde se corroboro 1a capacidad de IDR
dift i dos de inf dos, en dondc 40 vacas prefiadas vacunadas con dosis

odi realizando las prucbas dc tarjeta, rivanol, F.C. e

para

ducid 5
se 6N per
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IDR, concluyé quc tanto IDR como F.C. dicron resultados positivos cn vacas de las cuales
se aislo Brucella, 1o que no ocurrié con las prucbas de tarjeta y rivanol las cuales dicron
resultados positivos en animales dondc no hubo aislamiento. Ambos trabajos ticnen

relacién con cste ya que sc realizaron mucstreos periddicos pos-vacunacién y se hicieron las
mismas prucbas las les dicron tad,

s idos al bajo de Berman y Jones asi
como cl de Deyoc. sin embargo cn ambos trubajos solamente fuc una vacunacion con

de dosis reducida. Diaz (1993) también probo a especificidad de
fa prucha de IDR utilizando 40 becerras vacunadas con cepa 19 de B aborius con dosis
clisica (1=10'° U.F.C./m1) via subcutinea observo que minguna becerta fue positiva
meses desp de la ion (7).

-

En ¢l caso de la revacunacion la IDR resulto positiva solo en los animales
infectados 30 dias pos-revacunacion. La utilizacion de una prueba diagnéstica tamiz como
es tarjeta aunada a la IDR mcjora enormemente la capacidad de distinguir animales

vacunados de infectados como lo demuestra lannelli y col 11976) ¢l cual de un banco de

689 sucros de bovinos. realizo las pruebas de trjeta. F.C. e IDR y observo que 93%%
coincidia con los resultados de las 3 prucbhas y desgraciadamente no indica ¢n este grupo Jde
sucros si hay animales vacunados o infectados.

“Considerable™ de animal

También observo gque un numero

en dicron fesultados positivos a wreta v F.C. pero no a IDR
(16).Esto también sc presenta en este trabajo ya que algunos animales infectados en algunos
muestreos arrojaron negatividad. Cabe mencionar que a pesar de esto la 1DR en todos los
mucstteos de resultados positivos fueron concluyentes da que coincidieron con los
aislamientos realizados.

Oua prucba que logro di i imal

dos de infectados con casi un
100% dc especificidad fue la prucba de ELISA-C Nilsen » col (1989) realizaron una

investigacién en la cual utilizaron 25 animales, 17 vaquillas y 8 vacas, vacunadas con dosis
reducida (3x10'® U.F.C./ml) de cepa 19 de Brucella abortus via subcutdnea y fucron
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i ! ! por 10 mescs realizando las prucbas de ELISA-1 y ELISA-.C.
También se utilizaron 25 animales infectados con B. aborrus diagnosticadas a partir de

muestras de leche y 25 animales negativos a la prucba de aglutinaciéon cn placa fucron
incluidos como controles. En ¢l caso de la prucba de ELISA-1 se utilizd el LI'S como
antigeno y Ia cadena-o sc uso para lo propio en la ELISA-C. Los resultados demostraron
inf dos Ja ELISA-I no disccmia entre

que al momento de diferenciar dos de los

anticuerpos inducidos por la i6n de los producidos por cepas de campo (19). Esto se

da por Ia utilizacién de anticucrpos monoclonales marcados extrajdos de raton, que
compiten contra 10s anticuerpos séricos lo Que aumenta la especificidad de la prueba (20).
En ¢l caso de la revacunacidon en la ELISA-C sc obtuvieron buenos resultados ya que se
observo una especificidad de un 10095 coincidiendo todos los resaltados con el aislamicento
Alfonseca ¥y col (1995) realizaron una ELISA-C utilizando sueros de bovino con diferentes
caracteristicas: un grupo de animales positivos a serologia vy bacteriologia, un grupo de 166

animales vacnnsdnce con dosis normal de cepa 19 de Hrucella abortus con diferceate
10

protocolo de vacunacion, otro grupoe de 39 animales adultos vacunados 2 veces con

meses de diferencia con dosis reducida de cepa 19 y un grupo de 14 animales negativos a

Licar la ELISA a los diferentes grupos s¢ observo que el
el 90.5%5 de los

Al re

serologia ¥ bacteriolog

100%% de controles negativos dicron resultados negativos a la prucha v

controles positivos fucron positivos. En los demr grupos se obseno que o FELISA-C
mostrd resultados nepativos excepto en ¢l grupo Jde ammales vacunados 2 veces de aduitos
con dosis reducida, ¥a que en ¢l segundo muestreo se obtuvieron animales positivos y 32
sospechosos por lo que en animales adultos que han recibido mas de una vacunacion con
dosis reducidas la ELISA-C pierde su efectividad (1), En el caso de 1a revacunacion se
observo que a los 30 dias pos-revacunacion de 6 animales positivos 5 han sido detectados
por csta prucba con lo que representa una sensibilidad del 10026 . ¢l resto de los animales
fueron negativos. Estos resultados coinciden con el trabajo de Alfonseca ya que en sus
controles positivos y negativos obtuvo resultados similares, también observo que cn los

grupos vacunados, uno con dosis normal y uno con dosis reducida la ELISA-C diferencia

fe d 30 dias despuds de la v ién, cosa quc también

I v dos de
ocurriéd en el presente trabajo.
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La Norma Oficial Mexicana (NOM) contra {a brucclosis indica que para el caso de
bovinos se utilizaran las prucbas de tarjets, F.C. y rivanol para cl diagnéstico. La prucba de
tarjcta como prucba tamiz. la prucba de F.C. como prueba confirmatoria v la prucha de

rivanol para dife i \f dos dec infc jos marcando que. para ¢l caso de

animales vacunados tanto con dosis normal como con dosis reducida las prucbas sc

realizaran 10 meses despuds de Ia 16n (26). Sin embargo cn la revacunaciéon de el
hato de la FES-C 270 dias después sc detecto una cantidad “alta™ de animales con
anticuerpos contra Brucella que a los 10 meses todavia significan una cantidad de animales
falsos positivos importante, con 1o que el diagndstico de estos animales a través de las
prucbas oficiales seria poco confiable. Con respecto a la prueba de rivanol que es la oficial
para diferenciar animales sanos de infectados tampoco tiene una confiabilidad muy alta por
su gran cantidad de falsos positivos. Por 1o que la IDR y la ELISA-C pucden resultar una

bucna altemnativa para detectar animales infectados con mas de una vacunacion.

Reyes (1996) realizéo un trabajo cn el hato de In ¥

-C en el cual probo ia
especificidad y sensibilidad de diferentes pruchas diagnosticas en becerras de 3-9 meses
vacunadas con dosis normal de cepa 19 de Brucella aborrus. Sus resultados mostraron que
a los 270 dias todas las prucbas alcanzan su maxima especificidad (por 1o menos 93245) (24).
Sin embargo e¢n el caso de la revacunacion a los 270 dias las prucbas mostraran una

especificidad variable. los cuales solo rebasaron el 90%a de sensibilidad

En cuanto al medio Farrell como medio selectivo para cl genero Brucella este

p b re: dos ya que no permitié ¢l crecimi de otros mi i que
pudi haber licgado a i la a pesar de Que sc tomaron {as medidas
higiéni perti al de ob Ia leche, esta capucidad del medio a sido

descrita por Alton y col (2).
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CONCLUSIONES



Una vez inadao ¢l o jo p

Gtilen el 1 de Ia br losis bovina ya que otorgn o

-La 16N es una h
los animales una inmunidad mas alta de Ia obtcnida con la vacunacion normal, pero no debe
did

ser el Gnico contol que se haga ya que e} éxito de esta pri dep ie cn gran en la
instrumentacion de todo un programa de prevencion y control.

- Las prucbas oficiales para el diagnéstico de brucclosis son utiles en el caso de la
revacunacion. en hatos bajo contral ya que nos ayuda a comprobar que se monto una

respuesta inmunc, pero no debe de tomarse en cuenta pam cf diagnostico de vacas enfermas.

- Las pruecbas de ELISA-C ¢ IDR son las mejores opciones para identificar animales
una mayor especificidad en comparacién a la

infectados de Jos ya que pr
prucba de rivanol que es la prucba diferencial que marca la norma oficial.

- L.a brucelosis en ¢! hato de la FES -C fue causado par Brucella abortus biotipo 1.

- Bgjo el esquecma de revacunacién con dosis reducida de un hato de produccion sin
previa ¥ ante un problema de abortos de ctiologia inespecifica
losis de el hato a un costo bujo

d de v
se ha podido controlar y
reduciéndose el riesgo de contaminacion.

bl de br

timi el p

- El presente trabajo permite identificar a los animales positivos aisldndolos hasta el
termino de su vida productiva y climinindosc solo los positivos a 1a cepa de campo.
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