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TITULO 

DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA Brucella EN CAPRINOS 

UTILIZANDO ANTIGENO POLY B. 

INTRODUCCION 

La brucelosis en los pequeños ru~iantes existe desde que 
estos animales se do~esticarÓn; es una enfennedad que se 
encuentra distribuida er. casi todo el Jtundo ya que el área 
afectada se extiende hacia el oeste a lo largo del litoral 
del Mar Medite.rraneo y al este a traves de Mongolia y norte 
de China. En Lat1noaoeric~ la en!en::edad esta ausente en 
Canada y Estados Unidcs, ::.ientras :;r..ie en 1'!.éxico se presenta 
en una región territorial .:;uy e>.-rensa en forna de triángulo 
cuya base es-::.a formada pcr los estados de Chihuahua, 
Coahuila, 1;l:C"·:c i..e6n y -:·arc.a:...l:ipas, y su vertice p9r porciones 
de los esta¿os de G~anajuato, Queretaro, Michoacan, San Luis 
Potosi y Mexicc. (Hit.::is y cols.,1982; A.lton, 1967} Figura l. 
La brucelcsis en el ganado caprino es causada principalmente 
por Brucella r.·elitensis de la cual se han tipi!icado tres 
biotipos. La en::.en:-.eda:! que esta especie produce tiene una 
gran ir?ort3ncia ya que su e:ecto ~otre la econo~ia pecuaria 
es cuy al-:::o en le que se refiere a perdidas de crias y baja 
en la F!"oju:::cion de leche principalmente. (Flores, 1986; 
Al ton, 198-:' /. 
Aunque la B. ~elitensis afec~a principal~ente a borregos y 
cabras, esta se trans~ite facilr.ente al ganado vacuno en 
contacto con estas especies. Sin e~bargo, no se ha 
establecido si la infe~cicn puede ~ar.tenerse p~r si sola en 
el ganadc vacuno en ausencia de estos pequenos ru=iantes 
infectados. (Altcn, 1957). 
El principal signe de infeccion p~r ~· ~elitensis es el 
aborto durante los ultir:-.os dos r.eses de gestacionr es una 
infección pero no una enfe:i::edad venérea. El ::iayor impacto en 
la coounidad resulta de la inciden=ia de enferoedad en 
h~anos, que con frec·.:.encia ocasiona i.nfeccione.s de lenta 
-evc-1uc16n v un a1to costo en el t:ra~aI:liento efectivo con 
an'!:ibiÓ'tic=s. {Al ton, 1987). 
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GENERALIDADES 

U:is :ícroorganisnos del genere Br~cella son bacilos Gra: 
negativos, innóviles, no esporulados, de apariencia cocoide o 
cccobacilar, :iden de o.J a o.7 Se encuen~ran en pares e 
en cadenas, pueden teñirse con el colorante :iehel Nielsen 
modific.ado para 9r'.Jcella ; sC:1. oxid!sa positivos, reducen les 
nitratos y tienen un po,je:- ureolitico variable (Bur:-o .... ·s, 
1981; Hitos y col s., 19S2). ?ara su creci:ciento ser. 
indispensables las sig'..lientes vi-:-.a::ii:--,as: Tia?:\ina, ?'Hacina y 
Biotina, :ien-:-.ras ~~e el Pa~~o~e~a-:-.o de calcio tiene u~ 
efecto esti=ulante. Son gér.::.enes ac:-obics, aun~~e en algunos 
casos necesitan del 5 al 10 t de C~2 03ra el aisla~~e~-:-.o 
prii::ario. Su rango de ":".eoperatura para ei creci::·.ier.t.o va de 
20 ~ 40 e sic~~c la optir~ de J~ e a u" pH de 6.6 a 7.4 
(W.H.O., 197~). Las especies del genero Brucell~ se pueden 
diferenciar por su sensibilidad a diversos colorantes (Co=it.e 
Mixto Fi\O/C·XS, !970~ Ja•·es":"., 1975; Hai.:sler y cols., 1935). 
CUadr-o 1. 
Las colonias de Oruc12~J.a ai::.:a.:ias ,:,, ;:.a:.:~ir ..:!e t.cji.:!..::.:; :;~:-. .::!~ 

tipo liso, peq-..:.eñas, redondas, cor.·;exas y translúcidas. Las 
bacterias de dicho genero se disocian cor. bastar.-:-.e facilidad 
a la ! orr,,a ruoosa, con consecuer.c i3. de una di s:: inuc ion de la 
vir.llencia. {F!ores 1 19'78; Burro·.·s, 19El). 
La vía de entrad~ :as co:~n es eral, aunque se senala ta=bien 
la v!a conjuntival y n3sal, mejiante aer~soles. En un anical 
gestar.te, la trans::ision del ~icro:irganisz:ics al feto oc'..lrre 
por via uterina o bien pcr leche duran~e la lactancia. 
(Flores, l~S6). 
Una ve;;: O".le la Brucella ha penetradc al or;p.nis=.c, los 
f a;o::i to.3 \p.=!. :.=:;:.-!::;-;'.:.::!.ea:-es, ::e'..!":".ro! il es y ::-.c:iom1-:lea'!"'es) 
inician su papel de in;estié~ ~e estos, prete~dien~c eli=~~ar 
la infección. ?ere, de~ido a la capcci¿ad q-.Je tienen estas 
bacterias de =ultiplicarse en el inte:-ior de los fagocites, 
log~an destruirlo~. En los ga~glics l:nfáticcs se produce una 
respuesta ineunclogica, de ahi ~ue la i~fecci6n llegue a 
propiciar- bactere~ia, localizandose la bacteria en sitios 
co~o ba=c. hígado, :éd~la ósea, ganglios lin!áticos, glánj~la 
=.a=.aria, Útero y tejidos :fe":".ales a -:-.raves de las i:er.branas 
corionicas {Anders~~. 1966; Flcres, l9E6). 
Las oruceias estir:,,¡lan :o::. .Jo~ t..:.pv::. de rc::.¡:.. ... .::st..'2. .i.H ......... ~, 
hut:.::>ral y ceiular. i..a ~espuest..'l inh.une hu7:ioral es ::.uy fuerte, 
ya q-.ie jes~nca:l.e::"' .. '! l~ f.:::--=..:?..::.:¿;, je ~:--.~:=·..:.~:-¡::;s :::r~'.!la:-.-:-.es. 
I:U}' eleva:los, cor:. lo q-..:.e respec-:-.a a in:unoglobulinas Ic;I-!: e 
IgG (Suther!and, 1960; Cor~es, 1967). La respl.!est.a inr:-:..i.-.e 
celular est3 basada fur.dar:ental=.ent.e en la ac":".ivid~d de 
linfocitos 'T y ;:acrofagcs. 



La eliminación del cicroórganisoo en ani~ales infectados, se 
hace a traves de leche, orina y principal~ente secreciones 
vaginales, lo que propicia una gran disecin3ción de este, 
sobre todo después de ocurrido un aborto o parto ya que los 
fetos y envolturas son productos alta~ente contaminados 
{W.H.O., 197!; Anderso;i. y co:!.s., 1966; Flores, 1966). 
Sin lugar a dudas uno de los aspectos de ;:i.ayor relevancia al 
estudiar este g~nero bacteriano, lo constituye el posible 
diagn6sticc im:1unol6gico, e:::pleando técnicas de obtencio"n de 
antígenos e instrunentando pruebas rapidas y confiables para 
su diagnostico y estudio, de tal suerte que se ha visto que 
las cepas lisas de Brucella tienen en su superficie dos 
componentes de diferente =cvilidad c3t6dica (Diaz y cols., 
1979; Fernánde: y cols,, 1952). El principal ha sido 
identificado co:o lipopolisacarido o s-LPS (Moreno y cols. 
1979; Fernandez y cols., 1962) el cual acarrea los antigenos 
;,, y ~. y exhik:e una va:.-iedac! de actividades biológicas. 
/\de:-.~s pr-ese::ta unt! !"t>acciÓn cruz"da con Yersinia 
enterocolitica serotipo 09 (Alton y cols., 1975; Brinley y 
cols., 1979; Fernandez y cols., 1982). 
El otro cor.ponente se distingue por su alta difusibilidad en 
in:ounoelcctroforesis y pruebas de im:unodifusión, se le 
conoce ¡;,:;¡¡:,.:;. hC1.pt.;:11c. na'=..i· ... ·o n;¡¡¡; ¿.;; ....... p~li~3.C'~~id:: ~-
carece co~plcta~ente de cualquier se~ejanza relacionada con 
el lipopolisacarido de cepas lisas (S-LPS); no presenta 
actividad endotoxica y tiene un al~o contenido de 
carbohidratos (Leong 'i cols., 1970; Janes y cols., 1980), se 
le ha design3do co~o segundo polisacarido, polisacarido 9, 
Poly Be PB (Diaz y cols., 1979; Moreno y cols., 1961: 
Ferr.andez y cols., 1982). 
Dia: y cols., {1968), concluyerón que este polisacarido o 
Poly E, se encuentra presente en la $Uperficie celular de las 
cepas lisas de Brucell3 y solo en el citoplas:::a de las cepa 
rug~$a Ce ~ ~elitc~cis B-115 la cual carece de 5-LPS 
(Jor.es y cols., 198ú; Fernandez y cols., 1962j. 
En la actualidad se h3n i~pleoentado tecnicas de extraccion y 
purificacion de estos co~ponentes, entre las que se tienen la 
extracción con fenol-agua, eter-agua y con acido 
tricloroacetico (Dia: y cols., 1979; Moreno y cols., 1981; 
Ferr.andez y cols., 1982). se ha de~ostrado que la fracción 5 
de la extraccion con fenal-agua contiene el PB y el S-L?S de 
Yersinia enterocol1tica serctipo 09, por lo que en 
in~unodifus1ón presenta una identidad parcial. En geles de 
iru::.unodifu~ion añdUiJv::> .Jt:: i:a..:l al :.ci :;e p:-c..so;;:i.t~ :..;,;; s:.:-.:;~;;..:!;: 
coi::ponente que da reaccion de identidad con el Poly B de 
Srucella ~ !;e ze co:-.oce t:ic:-. el porque de los 
req-.;erir.:ientos de HaCl, pero se ha visto que las 
ini:unoglotulinas IgGl reaccionan wejor con el antígeno en un 
nedio hipertonico (Fernande~ y cols., 1992). 



El estudio de las características que presenta el S-LPS y 
Poly B han permitido perfeccionar las técnicas serológicas 
para el diagnóstico de la brucelosis tanto hu~ana como animal 
(cuadro 2), tal es el caso de la tecnica de Incuno Difusion 
Radial (RID) en la cual el antígeno Poly B es incorporado en 
el gel de agarosa que contiene ur. l ·J 't de Cl or-..:ro de Sodio , 
y el suero se anadea los po~os en el gel {Janes y cols., 
1960); esta ta=nica h3 sidc desarrollada para diferenciar 
ganado vacuno infectado del ganado vacuno vacunado ya que e: 
antígeno de Poly B preparado de la cepa rugosa de !h. 
:elitensis lEM asi como de .§..:.. weli~ensis B-115 precipita con 
el suero del ganado infectado pero no con el suero de ganado 
vacunado con la cepa de !!:.. ~ l9 (Do~enico y cols., 
1976; Janes y cols., 1980: Blasco y cols., 1982). No obstante 
este perfecc1onamiento de los =ct~1~s e~pleados en el 
diagnóstico, el oas seguro sigue siendo el aislamiento del 
agente etiológico, lo cual püede efectuarse de exudadv 
vaginal y/o leche de he:::.bras que han abortada. Tal:t.bien se 
re::-i:-::!e::da e-1 cultivo partir de placentas y r.er..branas 
fetales, especial~ente de contenido esto~a~a: ~el fetc, 
(Alton y cols., 1975: Flores, 1985). 
Dentro de las pruebas serologicas las cuales se puede 
recurrir (cuadr-o 2) y q-J.e con rr.ayt?r frecuencia y 
confiabilidad se emplea es la de Fijacion de co~pleoento; 
(Waghela y cols., 1980) esta prueba es alta'::'.ente específica y 
mas sensible que otras, su principal ventaja es la de poder 
identificar anir..ales negativos aun trancurri::ios seis ~eses 
despues de la vacuna Rev-1: los ... titulos 1: 10 de sueros de 
ovinos y caprinos por esta tecnic3 se registraran cor..o 
sospechosos r.iier:.tras que los títulos de l: 20 o r,as seran 
positivos (Waghela, 1976; Dia;: )' ccls., l?'º~ Del Rio y 
cols., 1.98~; Flores, 1966). 
A pesar de ser una prueba ex.Jeta y la de cayor uso, han sido 
evidentes varios ir.convenientes: pri::::iero, esta prueba no 
diferencia ani::::iales infectados de ani~alcs reciente~ente 
vacunados: s~gundo, dicha prueba esta sujeta a r~acciones 
anticompler:ier.t.arias y de prozona, las cuales ocurrer. cor.o un 
resultado de bloqueo de las inr.unoglobulinas IgG2 hacia las 
inmunoglobulinas del tipo !gGl e IgM; tercero, la prueba por 
~i ~is~~ esta supeditada a una gran variabilidad en 
resultados, dependiendo de d1terenci.a.~ t;.t!nV:-.;..; e:: !¡: !:t'<:"nic,. ~ 
cuarto, falla en idcntif icar al ani~al con infeccion latente 
lo que causa una recrudescencia de l~ brJcelosis en zonas 
que se creian libres '.:!e esta enferr..,edad (Sutherlaned, 1980}. 
Sin enbargo, existen perspectivas de control y prevencion de 
la bru::elcsis er. ovinos y C3¡:rinos co:7:o el desarrolllo de 
vacunas tales co"t:o H-36 con adyuvante, S-19 y la vacuna viva 
atenuad~ de~ relitensis Rev-~. la cual es altacente 
.ir_-:."J...."'logenic.a y la r.as e:npleada en la actualidad para la 
prevención de la enfer.::e:iad en caoras y bv:rr2.;vs {1':::1.:?!."', 
1384), p-.:és produce e.na in:-:-:unidad de aproxi!:3da!:lente cuatro y 



medio anos (Brinley, 1970; FAO/OMS, 1970; Schurir.g, 1952). 
Las dosis de vacunacion con Rev-1 en cabras son variables, 
las reco=endaciones originales eran inocular anit:ales jovenes 
para reducir la persisten~ia de anticuerpos postvacunales y 
evitar asi la vacunacion de los adultos, particularcente 
aquellos que estan preñados o sop seropositivos. Se 
recooendaban dosis de 1 a 3 X 10~~ organis=os vivos, aunque 
se ha viste que se obtiene proteccion si~ilar con dosis de 
1/100 o 1/1000 ,de la dosis erigir.al (Kolar, 1984}. Al ton 
(l9i0), encentro q'.J.e a dosis de 5 X 10"4 celulas vivas en 
anii:::.ales adultos, =.in1:::i:a e!. riesgv de aborto y excreción 
causada por la vacuna; sin e~bargo. si reco~ienda una dosis 
~ayer (7 X io·s o X 10"9 celulas vivas) en ani:ales 
jovenes. 
Las ca:-3='=.e':"isticas pr1n;::ipales jt:; la vacuna Rev-1 segun 
Alton (197E y 1957) y Kolar (195.:.), se :-t:;!si..:.::e;-; de la 
siguicr.te r.ancr~: 

a) La va.::una Rev-1 es ur.a vacuna viva atenuad3 v 
alt3~ente in=uno~enica preparada a partir de la cepá 
R¿v-1 de ~ r.clitensis. ~ 

01 i...ds ~e~c.::ic~cs l~c~les o generales despues de la 
incculaciOn son pocas y las cabras prenadas po;:irian 
ocasional~ente abortar s1 se utili=a una dosis alta 
de vacu~a por lo que no se reco~ienda una 
rev3.cunacion 

e) Ocasicnal~ente se excretan los organiscos de la 
vacuna en leche de cabras por un corto tie:pc 
desp~es de la vacunacion. 

d) La cepa es segura y estable, no se increr.ienta su 
virulenc:..a. 

e) La cepa de Rev-l es patogenica para el ho¡:-.bre si se 
inocula parenteral~ente. 

f} La vacuna.ció'n i:-.;!uce l~ producción de anticuerpos y 
la sensibilizacion den:.ica es de aproxinadanen~e de 
2 a 4 =eses. En pocos cas~s, les anticuerpos pueden 
persistir ~as de B a 12 =eses. 

g) La vacun3ción en reba:-ios ir:fectad::is con Brucella, 
trae consigo una reduccion significativa del nu-cero 
de abor~cs caus.J.dos por brucelosis, y un 
decrecir-ient.o del nu:::.erc ae ex.::recione.s de 
I:icroorganis::.os er. leche o por vagina. 

h) En la r.;~1n3 se re.::c;--.ien.:3.an dosis de Rev-1 de 
1 x io·s organis;:.cis ·~·.:..:=les e:: un volu=.en de 1 a 
r.l inyectad~s subcú~anea:::.ent.e. 



i) La vacuna se recomienda a animales de 3 a 8 meses de 
edad. 
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FIG. 1 OISTRIBUCION GEOGRAFICA DE CAPRINOS Y BRUCéLOSIS EN LA REP. MEXICANA 
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CUADRO 2 

+-----------------------------------------------------------+ 
!PRUEBA SEROLOGICA ABREVIAC!ON CARACTERISTICAS ¡ 
+-----------------------------------------------------------+ 

Rosa de :se.n9ala RBPT Prueba de aglutinaci~nll 
detecta Ac.IqM de 
rn~nera mas eficaz. 

SeroaglutinaciÓn 

Anillo en leche 

Fijación de Com
plc.::ento 

SAT 

MRT 

FC 

Detecta Ac. IgM, ! 
aunque se han 
!enomenos de prozona J 

en ~uestras con titule¡ 
elevado 1 

. . 1 
Ident1f1c3 A~. contra 1 
Bru~ella e~ la leche 
del tipo 19~. !gG , 
IgI.. j 

prueba ~as et'ipleada enl 
la actualidad, dctec- ! 
te Ac de~ tipo IgGl j 
~as etect.i· .. ·a:::c:-:te-- que 

1 Intradén:nica IDT 

los del tipo I9M 

~ide el efecto de 
hipersensibilidad 
cutariea, y alear.za un 
Paximo de intensidad 
despues de 24-48 hrs. 

1 
·-----------------------------------------------------------+ 
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OSJ~IVOS 

i.- Probar dos metodos distintos de extracci~n para el 
antigeno Pol~· B, con dos cepas de Brucella Delit:ensis y 
una cepa de Brucella ~' con el fin de seleccionar 
aquella en la cual se obtenga mayor rE;,ndimiento y 
especificidad para la p!""\Jeb~ de Doble Difusion. 

2.- Correlacionar l3s teCnicas de Tarjeta abortus, Tarjeta 
nelitensis y Doble Difusio:i t:.r:.ill:a!'ldo ant:igenc de .. Poly 
B en esta ul:.il:ia} con ia técnica de Fijacior. de 
Co:ple~ento, para el diagn~st~co de brucclosis en 
c11iprinos. 

3.- De~en:iinar si es posible diferenciar ani~ales vacunados 
de ani~ales infectados wediante la técnica de C-0ble 
=:::.::i.:.s:.cn con el antigeno de Poly B. 
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MATERIALES 1 EQUIPO 

I.- REACTIVOS BIOl..OGICOS 

Cepa de -ª· celitensis B-115, obtenida del cepario de SARH 
Teca:.ac, Ed.::i. de ME--:.:. 

Cepa de B. :elitensis l6M, obtenida del cepario de SARH 
Teca::iac, E..10. de ~ex. 

Cepa de E· ~ 995, donada por la Escuela Nacional de 
Ciencias Bicl6gicas del IPN. 

Antisuercs A 'i M Weybridqe Lab., de SARH Tecamac, Edo. de 
Mex. 

Llpcpolisac.:lrid~ de E· abor'CUS y Salr-onella éEE_, donado 
por la Escuel~ Sacional de Ciencias Biologicas del IPN. 

Paquete celular J.¿; 2· ~ cepa 1119-J de Pronavive. 

Paquete celular de B. ~elitensis l6M, donado por el 
labora:oric de Br~celosis del Instituto de Enfen:.edades 
Tropic3lc~. S.S.h. 

He:aties de ca~nero, ob~enidos en los laboratorios de 
SARH Teca~ac, Edo. de ~;x. 

Hecolisina, ob~eniC~ en les laboratorios de SARH Teca:ac, 
Edo. de Mex. 

Co:plerer.t.:: de c:::ibayo, cbteniOo en los laboratorios de 
SA..tUi Teca~3C, Edo. de ~ex. 

Agar scya tript:icasa 
Agar papa con suero 
Infusión cereb:.-o-cora:.On (SHI} 
Ext.racto de levadura 
Agar de Bc:-de~t.-Gengou 
Agarcsa 
C:-ist..al v.:.oleta 
C10ruro de s~jío 
Et~nol 
Acido s~lf~rico Q.?. 
Solucion salina fisiolÓgica (S.S.F.} 

n 



f'enol 
Agua destila.da 
~gua desionizad3 
Acido tricloroacet1co 0.05M 
T~is-salino pH 7.0 

~~~~~~~rd;e ~~~~~5~e~t!n~~:~ado o~st en citrato.de sodio 
dl lt 

Reactive de Folin 
Al bu:::. in..! bovina 0. 5 c:?g/~1 
Carbonato de sodio al 2\ en hidroxido de sodio O.lN 

II!.- CRIST~LER!A 

CaJas pe:.!-: ::ie so t::.."= de dia=ietro 
Perlas de ..,. idr io 
Bot.ellas ~cux 
Tubos con ~~pon de rosca 20 X 140 
'rubos de vidrio 12 X 75 
Plac.3 de vidrio 

!\'. - EQi.JIN 

Es~ufa a 37 Crcon at~osfera de C02 Blue M 
Agitado~ ~agnet1co 
c~nt.rifug3 :-efr1gera.:!.a 
Esp-0ctrof otocetro aausch and Lomb 
?-orta fil~ro :illipore con ;e-snbrana de 0.65 
Tubo para dializar PM JSOO 
Pipeta autow~tica de 0.25 

12 



ME'!'OOOS 

El nÚl?lero total de sueros estudiados 
cuales 73 fueron de ani~ales vacunados y 
Los sueros proven1an de los siguientes 
Potas i, Coahui la y Ch ihuat.ua. 

fue de 369, de los 
296 de no vacunados. 
estados: San Luis 

La historia clÍ:-dca de los anir.ales de san Luis Potosi y 
Coahuila, solo señala una alimentación con alfalfa, 
concentrado y cascarilla de algodón; sus signos clínicos 
fuerón: disainucior. en la produc~ión, abar-to y emaciación. 
con respecto a los animales de Chihuahua, solo señala que 
estos estaban mezclados con ganado vacuno, presentando 
talllbien abortos y baja en la produccion. 

LOS animales vacun~dos era~ adu:tos 1 se i=plemento una 
revacunacion y los problemas de aborte se prcsentarón 51 dias 
después de la reva.:un.Jcion. 

tr.JR1FICAC!ON ~ ~ 

Una a~polleta de ª· ~elitensis B-115 liofilizada se 
reconst1t.uj'O con o.5 ml de S.S.F., se sembro en agar papa con 
s':.!cro y agar s0ya tripticaseina con O. St d.e , extracto de 
levadura: se incubo 4S nrs a J'7 ce r en una at:mosfex:a de 5 a 
10\ de c02; al terwino de la íncubacion se realizaron pruebas 
de pure~a (frotis para Gra:: y bioquicica co=.pleta). 
Para la purificacion de la B. ~el1t.ensis 16~ v B. abortus, se 
siguio el ::isno procedimieñt.o an~ se:r.bÍ"añoo tal:'.bien en 
caldo BHI. 

Inocular con un Clllti;;.: de P. l.lel:.-:.ensis 5-115 100 ::1 de 
caldo so:,·a tripticaseina coñ o. 5\ de ex':.racto de le-..·3d~ra e 
incubar 45-7~ hrs a 31rc: ccn este in~culo se estandarizo el 
cor.tenido de bacterias de acuerdo al met.odo nefelometrico 
considerando el t::..;t,::i :e co~o ópt.ir..:>. De ahi se procedio a 
se::.b:-ar botellas :r:cux .::ont.enie:i:!o agar soya t.ripticaseina con 
0.5\ de e>.:-::rac':.o de levadura ;:;~s '::ris~3.l violeta 1:1000 ooo, 
a razcn de 10 i:.l Ce cultivo por botella. Incubar a 37 e en 
a~~osfera de 5 a :0\ de e~:. 
E~ ~:~ci~1e~~o o~~e~ijc se cose=~a on solución salina )' con 
aj-Ud:'.!. de perlas e.e vid.r,,.:. ..... _.,, ~ celular se recupera por 
ce:-itri!ug3ci;:;:-i a SGCO rpr.-. po:'." JC ::i . a .:. c. 
!..a o~ter.=ion Oe b~c.;:..asa p3.":"3 ~· r.-e it.ens:.s l6X y ~· ~ 
995 se desarrolla de igual ~anera q-~e la ~· ~e:íte~s~s B-
1 :5. 



OBTENC!ON ~ ~ EQ1X !! 

~ TRIS-FENOL 

Con 15 ml de S.S.F. se cosec~an las células y se les anade 2\ 
de fenol dejando repos3r dos dias. Lavar con 5 volumenes de 
tris-salino eliminando el sobrenadante y anadiendo al paquete 
celular buffer tris-salino para dejar reposar a 4 e por 
espacio de dos se:anas. 
~l cabo de este tiempo agitar 30 :in. a 4 e y centrifugar a 
6000 rpi=./JOmin/4 e, eliminar el paquete celular y anadir 5 
volu~enes de etanol frio al sobrenadante; refrigerar 24 hrs y 
centrifugar b~jo las mis=as condic:ones anteriores para 
sedi~entar el precipitado nebuloso blanco. El so=renadante se 
elicina cientras el paque!.e celular se disuelve en buffer 
tris-salino sin fcnol. 
Dializar contra el t:1s:o buffer y anadir despues un volu::en 
igual de feno! al 95\ agi~3ndo continua~e¡.te a tecperatura 
a=.biente por una hora; centrifugar bajo las mis~as 
condiciones anteriores, c::!"in.'!r el paquet.e celular y agregar 
a la fase acuosa cin~o volu=~nes de etanol. Guarjar :4 hrs. a 
4 e y centrifugar ot.ra ve= elicinanjQ el sobrenadante 
~ientras que el paquct.e celular se disuelve en l\ de S.S.F. y 
se di~1iz3 cc~~r~ S.S.F. por :~hrs. 
Centrifugar lhr/SOC!O rp:-:: 1 .;. ;: ¡;..'!r::. ::-t-~e-·t .. :" c.l ar:~igeno Poly B 
del sobrenadante y desechar lo de=as. Ver dia;ra:a de flU)O. 

LOs cicroo:-gani.st:os se c.::-s;;;.::::a:-i .......... ::.5 ;::l :ie S.S.F.: sen 
centrifugados a 8000 -~w, JC =:n. a ~ C, e: s~bren~dante se 
desecha :::ientras que el p3q-.;e-=.e .:-el\;j.~r se. Lava 3 veces cor. 
NaCl 0.15M y es resus?e~ji:J~ a ra~o~ de 20 gr je celulas por 
100 t:.l de agua desionizada aO.icicnan:Jo '..:r: v.::ilu::-en ig-..ia: 3! 
final de acido triclcroace-=.ico 0.5~. 
Todo se =3n"=.iene en refrigeracion con agit.acion por 18 hrs.; 
centrifug3ndo nuevar..e.r-.t.e baje las :::.isr..~s c~ndiciones 
anteriores, elir..in3n:io el paquete ce!ula • .=- y ajustando el pH 
del sobrenadan~e a 6. 5 con ~a0H al li. Ar.a::Hr 5 volu::enes de 
et.ancil frio y r.'lantener ei". refrigeraci.or. por 2~ hrs. 
Centrifugar bajo condiciones ar-.teriores m .. 1eva::ente, eli:.inar 
e! ~ol"'renadan't.e, )' el precipitado {?oly E), resuspenderlo en 
aqi.;a dE>sionizada y él.ai.i.zoz.· .:.=:-.t.:-~ 0 ":.1"1 -::-isr:a po:' 5 dias: 
filtrar atraves de un !i::.:-o ::.~:1.ipore de O.ES • Deten:..ina:t· 
carbohidratcs y pr:'.lt.eínas. Ve:- di~;rama de flujo. 



FllUDAM!:HTO 
Los azucares si~ples, ::ligosacaridos, polisacarido::: 

y sus derivados, ir:cluyendo· les :'.'.etil ~ter~s con grupos 
reductores libres e potencial~ante libres, dan color 
.anaranjado-a=a::-illo cuar.do son tratadcs con fencl y acido 
sulfurico concentrado. La ::-eac:::ion es sensible y el color es 
est..:lble. Por el use de est.a reaccion ccn fenol-a.::-ido 
sulf~rico, ha sido desarrollado un oetodo para det.erreinar 
sub::;icrocantid3des de azucares y s...:bst.ar.cias relacionad.as. En 
conjun~ion con el ~e:odo de cr~~átcgrafia en papel por 
par~i~i~n es util para la deterni0acion de la cowpcsicion de 
pcl1sac3rijos y sus ~e:il dcrivai~s. 

tubo ;'ll de st.d. CJiiO.:. iO:":. P..:':· ·iC'Rt.. !er.oJ. H2SO-t 

mg,'r:-.l r:;l 5\ :el 

0.000 o.a 1.000 5 
0.115 11. 5 'J~ 52 5 5 
o. 350 35.0 J.65C. 5 
0.525 52.5 U.475 5 

5 a. 70o 70.0 0.JDO 5 
6 C.875 S7.5 O.l:Z5 5 

:.ooo 1D0. O o.ooo 5 

?oner prir..ero la r:.ues:ra, despu~s el fenol y 
hc~cgene1zar, adicion3r por ultino el ácido sulftirico 
deJándolo gotear lentamente agitando el tubo. 
~jar reposar 15 ~in. a te~peratura akbiente. 
Leer en espect.rot::it.o;;,~::.r.;;, .:!. ·t?0 ...,,,,., para pen-:.osas y .:es nr.i 
para hexcs¿is. 



Fundacento 

Dl:TERMINACIO!< DE PROTEillAS 
~ Q!(t,oWJff 

a) Reacción del cobre en ~edio alc3lino con la proteína 
b) La reducción del reactivo de Folin (acido !osfc~olibdico

acido fosfotungstico) po:- l3s pro~eínas tratadas con el 
cobre. 

Preparacion ~ :-eactivos 

Reactivo A: Solución de N'a2C03 al 2\ en NaOH O. lN 
Reactive B: Solucion de c..:so.; SH:o al 0.5\ en citrato de 

sodio al lt 
Reactivo C: Mezcla:- l :el del reactivo B en 50 :nl del reactivo 

A 
Reactivo D: Reactivo de Folin diluido 1:3 con agi.:a destilada 
Soluci·~~ ~ir:= =.e proteina: solucion de albumina. bovina o.s 

:::g/::.l e:i. solucion A. 

+-----------------------------------------------------------+ 
1 ~ TIEQ Q!; ~ Ll B!!LEl 

l. 

tubo sol. tipo react i ·.roA reacti voC reacti voD 
proteína (el) (iol) (ml) (el) 

l 0.1 o. 4 s.o o.s 
2 0.2 o.J s.o o.s 
J O.J 0.2 s.o o.s 
4 o • .; 0.1 s.o o.s 
5 o.s o.o s.o o.s 
6 0.6 o.s s.o o.s 

+---------------------------------------------------~~------+ 

- Añadir hasta el =eactivo C 
- Guardar en obscuridad 15 cin. 
- Reposar 10 ~in., leer en espectrof6tomé~o a 660 1113 

16 



T!TUU.CION DEL ANTIGENO 

Ca.da uno de los antigenos de Poly B obtenido se titulo con 
dos suercs controles positivos y dos sueros controles 
ne9at.ivos, en diluciones de 1:2, l:~, l:S, y 1:16, en gel 
para doble difusion, con el fin de determinar la 
ccncent.ració::. cipt.ir.:a de .antigeno Pcl}" 9. 

Se corren pn.i.ebas de pure~a con a~tisuercs especificos anti-A 
y anti-M. Asi~is~o. se e!ectua una doble di!usion entre los 
distintos an~1genos obte;iid~s !ipcpolisa~aridos de ª· 
abort:-.:s r S.alncnella spp, para observar si los anti9enos 
contienen el lipcpolisacaridc presente. 
J.. part.ir de ;:::stas pri.:et:a.s, se pra::edio a ensayar con los 369 
sueros de cabras ~ecclectados e~ d!stin~os estados de la 
Rep~Plica ~exicar.~; estos se separaron po= grupos de 
vacunado$ y no v3cunados. A.de;:-, as se tC!;'':' ::.-o;:;o referencia para 
de=:os":ra:- l.a prE>s"";.cia: d.:: <a.r.t1cue-:-pos circulantes, la prueba 
de Fijac1cn de Cc~ple~cntc. 

Esta prueba se desarrolle en los labora~orios de SARH, 
Teca:r.ac, Edo. de Mex., en colato=acion con el Dr. Villa 
Sandcval y de acuerde a la n:.onografia nr..as t.ecnicas de 
Laboratorio e~ la Brucelosis'' por Al ton y cols., 1976, 
siguíendo la tacnica de Fijacion d~ Co~ple~ento er. caliente 
para ~ic~ovolu~enes. 

PRUEBA DE TJ..?..JETA co~• li· abort.us. 

Procedi~iento: Agregar 0.25 de suero caprino y o.25 de 
antígeno Rosa de :9en·;ala de §. ~ cepa lll-3 a 
~e:peratura a::::.biente, sobre una placa de vidrio: oezclar en 
forna circular con aplicadores de ::.ad.era durante 45 segundes 
para ho=ogenei:ar1o. Si hay aglutinación in~ediata~ente o 
durante los pri~ercs tres ~inutos, se consider?.~a ~~ac 
positivo dichv su~ro, si ~o ~;:~tina se rep~~ta co~c 
negativo. 



PRUEBA DE TARJETA CON ª" oelitensis 

Repetir el procedimiento anterior, utilizando antigeno de 
Rosa de Bengala de ~· melitensis l6M donada por el 
laboratorio de Brucelosis del Instituto de Enfermedades 
Tropicales, S.S.~. 

~ N 00'9LE ~ (DO) 

Disolver 10 gr de cloruro de 
glicina O.lM pH S.6 con esta 
agarosa 0.9\ con calor humedo 
pres ion. 

sodio en 100 ml de buffer de 
solu~ion se solubili~a la 
du~an~e 10 ~in. a Slb de 

Vaciar 6 n:.l en cajas pe!.:-! de 50 :-::r. de diat:ietro, y una vez 
solidificado h.J.cer ?O:cs C:Jn ayud..'l. de un patron, como lo 
~uestra la fig.:. La distancia e~:re l~s pozos es de l ce. 
En el ?o:o central colocar ~o del antigcno Poly B en 
.:!.i.:!.~.:i6r. 0'[i~i::'.;:l c:1=c:-ntrad3 pre\"ia:::.e:;.:e e:i. la t.itulaci6n del 
:::isp,o; er. los pozcs externos co:o..:c.= '::.;:".'..t"-.i.c:-: !0 de cada uno 
de los sueros problet::a, y sue:-os con~ro: posi'::ivo y negativo. 
Guardar las cajas en una ca~ara h~~eda a te~peratura ar.u,iente 
y efectuar la lectura de la prue.ba. (b3nda de precipitacion) 
a las ~. s, y 24 hrs. 

lS 
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RESt1 LTAOOS 

La biomasa obtenida para cada cepa de Brucella, en dos series 
de cultivos (llamados para efectos de distinción cultivo A y 
cultivo B) consecutivos, excep~o Brucella abortus 995 fue: 

h B 
.!!· Illelitensis Bll5 195 g. 60 g. 

.!!· melitensis 16M 326 g. 5 g. 

.!!· ~ 995 137 g. 

Las muestras de B. melitensis 16M y Ji:. abortus probadas con 
los sueros monoeSpecif icos anti-A y anti-M castraron 
positividad al inicio de cada tecnica excep~c ~- =clitensis 
B-115, una vez concluida la extraccion del antigeno Poly B 
ambas se ~ani!es~aror. negativas. 
El vol~en y rendi::iiento de Poly B extraido de cada una de 
las muestras de ,Brucella y con las técnicas de tris-fenol y 
acido tricloroacetico (T.C.A.) se observa en los cuadros 3, 
4 y 5. Asi:is=o la co~posicion quicica del antigeno Poly B en 
cuanto a contenido de carbohidratos y proteínas se reportan 
en el cuadro 6. 

C'...:.J:::-c J 

+-----------------------------------------------------------+ 
Volucen obtenido de las distintas cepas 

Tecnica 

Srucella Tris-fenol T.C.h. 
Cal) (ml) 

l:lelitensis 5,0 7.5 
B-115 

melitensis 20,Q o.s 
l6M 

abortus 4,6 
~ 

• Esta prueba no se efectuo. 

+-----------------------------------------------------------+ 



cuadro 4 

+-----------------------------------------------------------+ 
Rendimiento de Poly B (g) por cada 100 g. de biomasa 

huceda 

t.ris-fenol T.C • .\. 

B-115 o.546 0.5 

16 H 2.6 2.0 

995 0.295 

+-----------------------------------------~-----------------+ 

cuadro 5 

+-----------------------------------------------------------+ 
Rendi::iento de Poly B en q por cada ml de solucion 

tris-fenol T.C • .\. 

B-115 0.213 

16 H 0.<25 0.20 

995 0.09 
1 
+---------------------------------------~-------------------+ 
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cuadro 6 

¡---------:::::::::::-~::::~-:::-.:::::::::-:::~-:-----------¡ 

¡.:::~;;:;:----------:::::;;;i:~~~;;;;;:::::-----;;;;;~;:---~ 
+-----------------------------------------------------------+ 
1 B-115 .021 .355 1:16.90 1 
+-----------------------------------------------------------+ 
116 M .036 .680 1:18.89 1 
+-----------------------------------------------------------~ 

1 abortus .oso .545 1:6.81 f 
+-----------------------------------------------------------+ 
En la titulación del antigeno Poly B, realizada con la 
técnica de doble difusión, se observó que la dilucion optica 
para efectuar esta prueba era de l:~. 
Dentro de las pru.ebas de pureza a los distintos antigenos de 
Poly B extraidos, se observo que todos ellos fuerón negativos: 
en lo refere:ite al con:.enido de LFS para B. 3bortus y 
Salt:.onella ~ por el ::et.oda de ::ioble difusic~r.:- ::i.ientr;as cru.e 
el control positivo ~ostro'ur.~ bar.ja je pre=ipitacion con 
estos ant.igenos, cxcept.u:.'!r.jc p:n-a el an":.igeno ex-:raido de ~ 
=elitensis B-115. 
Se est.~.:!:a==~ ~~ t~t~~ de 369 suer~s de c3b=as que pro=edían 
de ani::.ales ·.·acunadcs (IJ) y r;:;-, \.'.'\cur:;:idos (296). i.Os 
result.ados cCt.e~idcs en la prueCa de Fija;:ié~ Ccl Cc~ple~ento 
fueron to~ado~ co=:o para=et.ro de co~p3racior; dc~ido a que es 
la F:-Ueba re ceno;: ida, p.::r la ;:'.ayor:.l de les a:..itcres, cc=:c la 
que ~ejor ccrrelacio~a ccn infeccic~ en el an1~al. 
Dentro de les anir..ales vac·unJ.:!os, 4-4 dieron un tit:ulo 
negat.ivo, r:.ientras que les 2:; rest.a:¡tes ft!ercn positivos 
a la prueba de fijación de co;:plc::-.cn:.::.. Ccr: la prueba de 
tarjeta ab~rtus, reali~ada a estos ani~ales se encentro que 
JO i:os~raron p..:..!i.:.-...:..-.-:..::.:..:!, ~: :..;·.:'!!. ':l''"' .,.,... t~rjet.a welitensis; 
no asi en doble di!\.:.s.!.cr., ::!c:i::e se tuV!eron 28 sueros 
p..:;csitivos y .;s ;:c-;.:i~.iv::::s e:::~:::: se pue:!e observar en el cua.dro 
7. 
Al respecto de los ani:::ales no vacu.:1adcs, de un total de 296 
sueros, se enccnt:-o que 229 fuero:i r.ega"t.ivos J' 6i ~resel")taron 
t.itulos de pcsitivid3'::i para la t:r...:cb~ de :1jacion de 
co:ple~ento. En t.arjeta abo~tus se cbtuviero~ li9 sueros 



negativos y 117 positivos y para tarjeta melitensis se 
encontraron 236 sueros negativos y 60 positivos (cuadro 8). 

cuadro 7 

+-----------------------------------------------------------+ 
Resultados obtenidos en sueros de animales vacunados con 

las distintas pruebas serolÓgicas empleadas. 

Fijación 
Complemento 

+ 

29 44 

Tarjeta 
abortus 

+ 

VACUNADOS 
(73 ANIMALES) 

Tarjeta 
melitensis 

30 43 30 43 

Doble Difusion 
con Poly B 

+ 

28 45 

+-----------------------------------------------------------+. 

cuadro a 

+--------~----~~--------------------------------------------+ 
ReSultados·obtenidos en sueros de animales no vacunados 

con las distintas pruebas serologicas. 

Fijación 
Complemento 

+ 

67 229 

Tarjeta 
abortus 

+ 

NO VACUNADOS 
(296 ANIMALES) 

Tarjeta 
melitensis 

+ 

117 179 60 236 

Doble Difusion 
con Poly B 

+ 

63 233 

+-----------------------------------------------------------+ 
Los cuadros 9 
comparándolos 
Con el fin de 
son iguales y 

y 10 ~uestran los resultados obtenidos 
con cada prueba en ambos bloques de animales. 
comprobar si las proporciones en los resultados 
la co~patibilidad de frecuencias observadas y 
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esperadas, se realizó el análisis estadístico con la prueba 
de x~2 (xi cuadrada) y la prueba de independencia mostrando 
una homogeneidad de frecuencias no significativas en los 
aniDales vacunados no así en los animales no vacunados. De 
tal forma que para Dostrar la diferencia estadistica entre 
las pruebas se efectuo un agrupamiento de los resultados 
obtenidos, en anir.iales vacunados (cuadro 11) donde no se 
observo diferencia estadísticamente significativa. Por el 
contrario, cuando agruparnos los resultados de los aniI:iales no 
vacunados (cuadro 12) se presentaron diferencias 
estadisticat:iente significativas en especial con las pruebas 
de F.C. la cual detecta 26 sueros positivos ~as que o.o. y 
T.A. que detecta 52 sueros positivos que en o.o. no se 
detectaron. 

cuadro 9 
+-----------------------------------------------------------+ 

Comparacion de resultados por prueba 

·:ActmAOOS 

Fijacion Tarjeta Tarjeta Doble Difusion total 
Complemento abortus melitensis con Poly D sueros 

+ + + ~4 

+ + + 

+ + 

+ + + 1 

+ + 

+ 1 

39 

+---------------------------------------------------------~-+ 
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cuadro 10 

~-----------------------------------------------------------~ 
Comparacion de resultados por prueba 

Fijación Tarja ta 
Complemento abortus 

+ 

+ 

+ + 

+ + 

+ 

+ 

!10 Vl\CUNAOOS 

Tarjeta Doble Difusion 
melitensis con ~oly a 

+ 

+ 

+ 

total 
sueros 

39 

l 

25 

s 

21 

5 

196 
+--------------------------------------------_ _:: _______ _______ ;..-+: -

cuadro 11 

+-----------------------------------------------------------+ 

l 
Aqrupacion de resultados obtenidos mostrando diferencias l 

entre las pniebas efectuadas 

!: b f º !:! ~ º Q § +-----------------------------------------------------------+ 

I

Fijacion C' S positivas no detectadas por o.o. 1 

Doble Difusión 4 positivas no detectadas por F.C. 
+-----------------------------------------------------------+ 

I
Tarjeta.Abo~~us 5 pos~t~vas no detectadas por D.D. ¡ 
Doble 01fus1on 3 pos1t1vas no detectadas por T.A. t 

+-----------------------------------------------------------~ 

!
Tarjeta r:iellt.c.r:.sis 2 positivas no detectadas por D.D. 

Doble Oifusi6n O pruebas no detectadas por T.M. J 
+-----------------------------------------------------------+ 
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cuadro 12 

+-----------------------------------------------------------~ 

1 

Agrupación de resultados obtenidos mostrando diferencias 1 
entre las pruebas efectuadas 

N O V A C U N A D O S 

+------------------=-=---=-=-=-=-=-=-=-=-=------------------+ 

IFijacion C' 26 positivas no detectadas por o.o. l 
Doble Difusión 5 positivas no detectad3s por F.C. 

+-----------------------------------------------------------+ 
¡Tarjeta abort.us 52 positivas no detectadas por o.o. 1 
Doble difusicin o pruebas no detcctad3s por T.A. 

+-----------------------------------------------------------T 
}Tarjeta Melit~nsis 6 positivas no detectadas por O.O. 1 
!Doble Oifusion ~ p=sitivas no detectadas por T.M. 
+-----------------------------------------------------------+ 
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rsr,1 rrs:s nn rmr 
SAUR BE !Ji ii.íLJU iIG,i 

En el presente estudio observamos una marcada diferencia en 
la cantidad de biomasa obtenida entre los cultivos de una 
cepa, esto posiblemente debido a que el crecimiento fue lento 
en el medio de.cultivo, lo que perrnitio que en algunos casos 
se desarrollaran otros microorganisoos no deseados, 
ocasionando una variacio·n importante en la cosecha de 
biomasa. En el cultivo A de B. melitensis B-115 se obtuvieron 
195 g de biomasa (paquete huIDedo), mientras que en el cultivo 
de B. melitensis 16 M se cosecho 326g de paquete; esto 
posiblemente fue debido a que el crecimiento de la cepa 16 M 
fue mas adecuado en el medio de cultivo utilizado y las 
cond~ciones empleadas. 
La tecnica de tris fenal empleada para obtener el Poly B fue 
la informada por R. Diaz y cols. (1981) con ciertas 
modificaciones, y con la cual se obtuvieron resultados 
similares a los reportados por Leong y col. (1970), Moreno y 
col. (1979) y Diaz y col. (1981). Asimisno se extrajo el 
antigeno de Poly B con la tccnica de TCA descr~ta por R. 
Oiaz y cols.(1979}, Janes y cols. (1980), Fernéndez y cols. 
(1982), Cortes y cols. (1987). De acuerdo a Diaz y cols. 
(1979 y 1981), y con Jont?s y col s. {1980}, se tien".? un 
rendimiento del 0.4 a 0.5 \ de Poly B por la tecnica de TCA 
para Brucella melitensis B-115, en tanto que Cortes M.(1987) 
reporta que-a partir de 1 g de paquete celular hunedo obtiene 
un promedio de 0.0747 g/ml de Poly B equivalente al mismo 
porcentaje reportado anteriormente y similar tarnbien al 
obtenido en este experimento con la misma cepa (0.0400 g/ml) 
(cuadro 5), cortes M. (1987) reporta un rendimiento promedio 
para la cepa de !L. melitensis 16M de 0.236 gr/ml mientras que 
el obtenido aqui, fue de 0.20 g/ml, un rendimiento igual por 
la diferencia tan pequena que se presento. Para la cepa de !!.:.. 
melitensis 16 M, Diaz y cols. (1981) informan un rendimiento 
de 5\ en la primera precipitación y de 1.5 \ en la segunda 
precipitación, esto es casi tres veces mas de lo obtenido con 
la cepa rugosa de Brucella rnelitensis B-115, nuestros 
resultados fueron de 0.425 g/ml en B.melitensis 16M y de 
0.213 g/ml para ~ melitensis B-115 concordando con los 
autores mencionados. Con respecto a !L. abortus 995 con la 

~:~~¡~: ~= i~!s~~e~~le~~c~~Ó;i:~~q~~ ~~~~sr~p~~i:~~l~B~~n la 
informan que en la extracción de Poly B en !L. abortus 19R o 
45/20 y~ r~ni~ r,(')n TCA no c;p ohtnvinron rP~11lt='!d0s 

positivos. 
Con la cantidad de microÓrganisrno empleada (B-115:195 gr; 
16M:J26 gr) se tiene un rendimiento aparentemente 
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pequeño, sin el:..bargo no es asi, sobre todo con la tecnica de 
tris-fenal, la cual 1:1ostro un rendi:::.iento t:1ayor para at:tbas 
cepas: Brucella :::.elitensis S-115 (0.213 g/1!!.l) y~ r.ielitensis 
16M (0.425 g/cl), ade:::as se debe to:=ar en cuenta que la 
cantidad a utilizar en Doble Difusi~h es t:1uy pequena (30 r.:cl) 
y esta muestra se diluyo en razcn de 1:4,pudiendose probar 
simultanea~ente cinco sueros de ani:ales. R. Dia: y cols. 
(1981}, infor.:an que CO:l el Poly E ,:,btenido de JS gr de 
celulas secas de É!.!.. ::::elitensis 16 H, teorica:-:~nte se pueden 
estudiar 52,500 sueros, en ~entraste con les S75 que se 
estudiarían con el Poly B ext!:"aid= de!!..:.. ;:elitcnsis B-115 
pero trabajar con la B-115 es :::as seguro. 
La prueba de pure:a con los antisueros A y M nos brinda un 
buen resultado ya que de acuerdo a: Moreno y cols. (1979 y 
1981): :Jia= y co!s. {1965, ::..9"'."9 i' :92'.:..); Ferr:a::dez y col s. 
(1902); Leong y col s. {1970}; Brinley (!970), estos antigenos 
estan presentes en las cepas de ~ :::elitensis 16M y !!..:_ 
abortus, no asi en la cepa rugcsa de É!..!. ~el1tensis B-115. 
Teniendo en cuenta lo anterior, era de esperar resultados 
positivos en los extractos de las cepas lEM y 995 antes de la 
pu:-ificacio·;i y una ausencia de ellos dcspues de efectuada la 
pur1ficac1dn, lo cual indica ta7.~ien la carencia d~ 
lipopolisacarido, ya q-..:e est.os cc::.pc~e:1tes ant.igenicos A y K 
se e~cuentran en el cocplejo lipopolisacarido, Diaz y cols. 
(1968), de ar.has bacterias sale que en distinta proporcion, 
pues se ha ..-ist.c ::;uc 1:3 ce;::~ l.:.s:!. de ~· ~-~~_te~?.!s contiene 
cas aglutinogenos M nientras que la cep.1. de ~ ~ posee 
:::.as aglutin:>:.¡cnos ;~. Diaz y cols. (1S6S} Y. B:-inley (19i0). 
Los resulta:!os obtenidos en dc"tle difusicn con los distintos 
antiger.os de pcly E purificados y los lipo¡:o!isaca:-idcs de É...=.. 
~ y Sal::-,onella spp est.~n de ac'.!e:-jo ccn lo inforr..ado 
por Dia:: y ccls. (19i9), y3 q-~e fuere:-:. negat.h·cs er. la prueba 
de pure.:a, ~ient.ras q-..:e a:::!:cs liF;:,polisa.::aridos =.::st:raron una 
linea de ide:1t:da:i parcial. Estos :-es;Jlte:dcs confi=-r..an los 
reportes previos de: Lccng y col s. ( 1970), Moreno y col s. 
(1979) y Oiaz y cols. (197~), ::[J.ier.es ha:i de::-::'lst.rado que ~ 
~elitensis 16~ y E:· at::::r~us spp ju:.to con enterobacterias 
co~o Yersini3 en:c;;cccl1t1c3 serO~lF~ o;, Sal~onella spp y 
Escherichia col:.. poseen v.~r1as p:-opiej_.:?.des estructurales y 
biologicas en co=~n. 
El extracto de ~ ::,el :.~e:1sis S-115 pcr ::::a:-ecer de 
lipopol isacarido resul t.o ncgati vo ¿;¡ ci..:.anto al car.tenido de 
an~igenos A y M tal y co:o lo descri~e~ Diaz y cols. (1979) 
Moreno y cols. (1961), y Fe:-r.ande: y ccls. ( 1982): en 
nuestro trabajo se efectuo la F~~eba de pureza en doble 
di!usion c~n les lipopolisacaridos de ~ abortus y Sal~onella 
spp obt:Pniendose resultados necativos. !o cual era de 
esperarse por lo descrito antericr.:-.ente. 
Para det.er.:inJ.:- la .::oncentracicn opt.i:::a de Poly B en doble 
difusién, se :-ealizo esta con distintas concentraciones de 
ant.i5eno que variaron desde 0.425g/;:.l hasta 27=.cg/r:l, siendo 
la opt..i:::a de 106. 2 5 ncq/=:l. La co::.:-entracion de antigeno que 
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~~~ S!~ embargo no es asi, sobre todo con la tecnica de 
tris:-!~:. ~a cual mostro un rendiciento mayor para ambas 
~= ~-~ t:1.elitensis S-115 (0.:213 g/ml) y _!h celitensis 
!~ fc . .t..:5 t; ':ü), adecas se debe to::.3.r en cuenta que la 
ca.::oti~ ~ .::-:1lizar en Doble Difusiones r.iuy pequen3 (30 ::icl) 
f" c:S--.J!. lC-eL'!::-a se diluye en r3.zon de i..:.;, pudiendc-se proba:.
sis;;;,1:::.~~:~":e cinc~ sueros de .J.:-.ü:ales. R. :"íaz y cols. 
(:.;.¡;¡~. l-Z"".!°:::->::3n que ccn el Pal y B ct.:.enidc de J5 gr de 
Cl.'!.~.:.:.!.A~ ~=¿~ de !!...=,. ~eli~e~sis 16 X, tecric3~ente se pueden 
-es7~~ ;;,~ :_ 00 sueros, en cc:-.t:-"-S'te con :=s S75 que se 
~:..:.~::·:..~..:::: ~on el Poly B ex':.raido de~ ::-.e~i-:.ensis B-115 
~ ~.e..::-.!:;.:.::- con la S-115 es r.as seguro . 
.!..1': :p.=-;..~ =-~ pureza con los antisue:-cs A y ?-! nos brinda un 
~ ~:":..!'::..::i ya que de acuerdo a: Meren= y cols. (1979 y 
:.~:.~: :"'~_'!:,:: cols. (196S, 1'}7S y 1921); Ferna::.jez y cols. 
{:.!;S.:'";" :e~ y cols. {1970); Brin.ley (1~'70), estos antigencs 
~- ;::c"'~--'""s en las cepas de h :::el:.teC".sis l6H )' h 
~ ::;:- a.=-i en la cepa :-u;::s.J. Ce f.:. :::c!ite:isis B-115. 
~~.=:..:\::' e=: =~enta lo ant~=ior, e:-3 de cs~era:r :resultajos 
;x:::$.:":...:.-i.".::-$ = los extractes de las cepas 16!-': y 39S antes de la 
~:.::.=..~.::::.:::"." ::' una ausencia j¿ el:c:s C.es¡::ues de efectuada la 
'.;~-~..:.~--=...: :o Cº.lJ.! ,:;:j!=~ t:?.:-.:-:c:-. !.:'! C-~!"f'.>!'"'Ci3 de 
1::.p-~.::_.s.~::-?. "."" .:.:io, ya que estos cc:::po:;cntes an';igenicos A i' M 
~ ~:·:.-::·..!"_-:: en el coz:,¡:ilejc :.i¡:vpolis::icariC..:-., Diaz y cols. 
~l?IO:AF:. ::.T ~as bacte:-ias so::. e que en distinta proporcion, 
~~ F.r -:-.F' ,. s'to que la cepa :isa de f~ r:.elitensis contiene 
~.=-:;-;.==._-:-.;·;-~nos M =.:.en"t.:ras que ~4 ..:.t?.;, ,.:e h ~ t:::scc 
~ 11;:~~::.:c·.:.:ios A. Diaz y cols. (1963) Y. Br1nley (1970). 
:.CS. ~--=-~.i.::..:_._:, otteniCos en ..!cble difus1::1:-. con les distint.os 
.:r.=::=:.:.;:¡:c~ ,5.::_ ;::.~ly 3 puri:ic3.dos y les lipopol1sacaridcs de~ 
~ ~- ~'::_-:-~~~ncl la spp es't-an :!e a~uerdc· con lo in!ot?ado 
?="" :::.:.......:: : :-:: s. (1979), ya q-,;¿ !ucr~n :;ega:.i...-cs en la pr.icba 
.::)e ?..:.;.=?.~~ ::_ o:·::tras q-...:.e a;--bcs lipopc-lis~c3rid=-s ::ostraron una 
::i:....-ie-·.:.?; :::i= ;.:;.¿"'.'"':._:.dad parcial. E$tOs result.=dos confirr.,an los 
:-e;;.:=-:~ :;-::-~-.es de Leong y cols. (15-iO), Horeno y ccls • 
. :.::.7":: .w :·_~! y cols. (19'7~}, quienes t.an ::ie~:)$trado que ~ 
~=~ .·: :..~~ y É· ~ spp j'l.::nto .:v:; ente:-cbacterias 
:::::m.:: ~."'.:'.:- .. --'- e.nt.cro.=oliti:;.'.! r;erc:.:.;::- 09, Szi:l!"~n-el!a spp y 
~~~::.:.:! ~~~- ;;~~~~een va:-1as propiedades estructu:-ales y 

:::::. !O..-::..:-~.::-:..~ :..,.,.- 'ª-=... ~li-:er:.sis E-115 por c3rece:- d.: 
~.::.r;:::...:-=s.==..o,.;-. io ::res:.:lt:::i :-,eg.::.~i\"o e:-; C\.:anto al contenido de 
~:-~:s: .~ .. X tal y co::o le des.:::-il::'en Oiaz y cols- (1979) 
~~-= :- ::.:=:::~- \1981), y Fernande~ y c::ils. { 1962); E!n 
~~ -=._-::;.::.~ - :::i se efect.uo la prueba de p'..1:-e::a e:i. doble 
~~...:.:.::r: :;;.::,~ :::s lipopclisacaridos de ~ ~ y Sal::ionella 
s= :.:.::.=~-:.=:.":·..:_:_se result<!d.os r:.c;a.tivos, lo CU.:!.l era de 
~,¿ ::.:~.7 .lo descrito ant.er1on:,~nt.t:. 
"i''.!r.'::-e ~'-~=- .. -_-::- ::.r la concent.ra::ior: opt.i~a :ie ?ol! B e:n doble 
~~~~L. ~-0aliz.o esta cc:-i dist.i:-.tas ;:::ir.::er.tracior:es de 

~.__:..~~~ .:;:-~~ ~;~~~~0~c~~~~~ ~ 4;~~~~;t~!~I~n 2~:c~~~l~e~~e~~ 
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menos un año despues de la vacunacion y no es posible 
diferenciar la enfe~edad, de la vacunación y el diagnóstico 
serol6gico de un ani~al llega a ser dificil sino imposible 
(Alton,1987). . 
Todo lo anterior contribuyo a que los anil!lales estudiados en 
este grupo presentarán respuestas serolÓgicas semejantes 
(cuadro 7 y cuadro 9) tanto en las pruebas de aglutinacion 
como en Fijacion de cor:plemento, por lo que es indistinto el 
emplear cualesquiera de estas pruebas en el diagnostico de la 
presencia de anticuerpos. Blasco (1982) cenciona que la 
evolucion post-vacuna! en el porciento de reactores positivos 
en las pruebas de fijacion de Complecento e Inmunodifusion 
Radial asi corno en Doble Difusión varia cuantitativamente la 
cantidad de Poly B a er:plear en estas dos ulticas pruebas, 
por lo que se hace necesario una estandarizacion del Antigeno 
Poly B a usar. 
En el cuadro a se muestran todos los resultados obtenidos con 
cada una de las pruebas serologicas realizadas a los animales 
no vacunados. A~~i se 3preci3 que el nu.::.ero de sueros 
positivos en cada prueba no difiere significativamente 
al igual que en el grupo de anitales vacunados. Sin embargo, 
al hacer la agrupacion de datos por pruebas (cuadro 10) se 
observa que existe una diferencia de reactores positivos 
considerable entre las prueba de fiJac1on de Cocplemento y 
la prueba de Tarjeta para abortus que no son detectadas por 
la prueba de Doble Difusión. Cabe cencionar que el antigeno 
empleado en las pruebas de fijacion de Complemento y Tarjeta 
para abortus fue el antígeno de ~· abortus estandarizado y 
producido por Pronobive r.iientras que en las prueba de tarjeta 
para melitensis se e~pleo el antígeno de ª· melitensis 16M 
donado por la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del 
I.P.N. y en la prueba de Doble Difusion los antígenos 
obtenidos por nosotros, es de i~portancia se~alar que en 
estos dos ultimas casos los antígenos no estaban 
estandarizados. 
Blasco y cols. ( 1982) obtienen una buena correlacion entre 
los titules de Fijacion de complemento y el numero de sueros 
positivos en Doble Difusion obtenidos de animales no 
vacunados, a los cuales se les habia aislado la bacteria de 
B. 1:1elitensis biotipo l y 3 con anterioridad, rnenciona 
t'anbien que la p~ueb3 de Inmunodifusión Radial puede ser un 
gran auxiliar en el diagnostico de infeccion de B. melitensis 
en borregos y cabras solo que los problernas que se asocian 
son la producción del antígeno en gran escala y su titulacion 
seguida de la estandarizaci6n. 
La no estandarizacicn del antigeno Poly B en Doble Oifusion y 
cepa de E.:. r..eliten.s.is en la prueba de tarjf!ta y Doble 
Difusión no pe~ite conocer la cantidad exacta de antígeno y 
:micro6rganis=io en un volm::.en dado y por lo tanto la respuesta 
asi obtenida en el resultado de estas pruebas no es confiable 
y si muy dispersa. 
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Por otro lado, ftaghela (1978) reporta que la prueba de 
Fijación de Cot::.ple~ento es la unica capaz de detectar 
anticuerpos en todos los animales infectados a traves de un 
periodo de 304 dias. 
Debido a que los animales vacunados con Rev-1 como los 
infectados presentan anticuerpos circulantes detectables por 
Fijacion de Cor.plemento y pruebas de aglutinacion en un 
periodo de casi un ano {Waghela, 1975; Blasco y cols.,1982; 
Alton y cols., 1957) no fue posible diferenciar en este 
estudio a los animales vacunados de los animales infectados. 
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CONCLUSIONES 

- El mayor rendimiento de Poly B se obtuvo a partir de la 
cepa lisa 16M y con la tecnica de Tris-fenol, aunque el 
rendimiento obtenido con la tecnica de T.C.A. tambián 
resulta ser aceptable, sin embargo hay que tomar en 
consideracion la virulencia de cada cepa, asi como el 
manejo dado en la técnica elegida, ya que un descuido puede 
ocasionar infecciones en el personal que trabaje con ellas. 

- El Poly B extraido de cualquiera de estas cepas resulta 
adecuado para su e~pleo en la prueba de Doble Difusión 
siempre y cuando se conozca su grado de pureza y se realice 
una estandarizaci6n del antígeno. 

- El costo por cada prueba de Doble Difusi~n comparado con 
las que se efectuan en un laboratorio particular se 
incrementa de un 15 a 16% sin e~bargo, esta prueba es de 
fácil y rapida ejecución una vez obtenido el Antígeno. 

- Todas las pruebas empleadas detectan anticuerpos 
circulantes en cabras, sin embargo debido a la respuesta 
serolÓgica que se genera con la infección y la vacunación a 
distintas dosis, no fue posible diferenciar aniwales que 
padezcan la enfennedad y anicales vacunados. 
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