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c. 

Se realizó un estudio, en dos fases, usando un antígeno polisacári

do (Poli B) extraído de~ melitensis, cepa BllS. En la primera fa

se el antígeno Poli ll se usó en pruebas de Inmunodifusión en gel, observa!! 

dese más sensibilidad en la prueba de InmunodifLwión Radial 1 lof.; resulta

dos fueron comparados con aquellos obtenidos en las pruebas scrológicas -

convencionales. Fueron probados un total de 1,369 sueros, correspondientes 

a 198 bovinos Holstein, de los cuales 149 crnn animales vacunados adultos, 

con cepa 19, a dosis reducida, y 49 eran reactores positivos (testigos). 

Todos los bovinos fueron sangrados 9 veces, durante 7 meses. Los rcsul ta

dos claramente indicaron la gran utilidad del Poli B, nl detectar los ani

males infcc tados de ambos grupos estudiados. 

En la segunda fa.se, el Poli B fué utilizado en un estudio epizooti~ 

lógico de brucelosis, en 201 ChigUires {llydrochoerus hvdrochaeris), de los 

Llanos de Apure, Venezuela. Nuevamente demostró su capacidad en detectar 

reactores (116). En esta fase, se nislaron 23 cepas de Brucella, 8 de Br. 

~ y 15 de Br. ~' todas las cuales fueron biotipificadas, mediante 

las pruebas de susceptibilidad a colorantes y metabolismo oxidativo. ta 

relación entre la distribución de edad de los Chigiiires y, los resultados 

serológicos y bacteriológicos indicaron que esta especie es un importante 

reservorio de brucelosis en Venezuela, 
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, INTRODUCCION 

La Brucelosis es una enfermedad ampliamente distribuída en países 

en desarrollo 1 mientras que en numerosos países dcsarrol la<los se ha logra

do su erradicación o control. Uno de los principales problemas r¡uc ofrece 

!,1 eliminación de esta infección en especies do:.iéstic.ns 1 es Ja dificultnd 

)e establecer un diagnóstico oportuno y adecuado en anim.::iles recientemente 

infectados, asi como en aquellos que se vacun.::iron con cep.1s de ~- -

capaces de estimular la producción de anticuerpos, lo que interfiere con 

las pruebas serológicas de rutina. 

Por otra parte se ha demostrado ampliamente, como se discute en o

tra sección de esta tesis, que numerosas especies de animales silvestres 

son susceptibles a la infección por diferentes microorganismos .Jcl género 

Brucella, lo que abre la posibilidad de que algunos de ellos Íllllcionen co

mo foco para infectar nuevos hatos Je animales domésticos susceptibles. 

La presente tesis se realizó en dos etapas, tendientes a obtener in 

fornación sobre: a) el uso del antígeno polisacárido B, para diagnósticar 

brucelosis en animales mediante pruebas de inmunodifusión en gel; b) es

tudiar la enfermedad en los Chigüires, los cuales representan una especie 

silvestre sumamente difundida en Venezuela. 



I) Definici6n 

La Brucelosis es una enfennedad infecto-contngiosa, de curso crónico, 

cuyo agente causal es una bacteria perteneciente al género ~· Las 

brucelas son pequeños cocobacilos Gram negativos, aerobios, inmóviles, no 

esporulados. Son parásitos obligados de los animales y el hombre, siendo 

característica su localización intracelular ( Jawetz et. al. 1979 ) • 

Todas las brucelas son capaces de originar procesos agudoa y cróni

cos, y también una infección inaparentc. La cronicidad depende de su ca

pacidad para multiplicarse en el interior de las células fagocíticns, a 

la que se Opone el desarrollo de procesos de inmunidad celular ( Margan, 

1970 ) • 

La enfermedad en el hombre llamada Brucclosis ( Fiebre ondulante, -

Fiebre de Malta ) está caracterízada por una fase septicémica aguda, se

guida por un estadía crónico que puede prolongarse muchos años y llegar a 

afectar diversos tejidos ( Cunningham, 1977 ) • En sus reservorios anima

les domésticos y silvestres, las brucelas muestran gran tendencia a !cica-

., !izarse en el útero grávido (dando lugar a abortos) y en la glándula mama

ria. La predilecci6n por el tejido placentario es debido a la presencia 

en la placenta de un factor de crecimiento que es un poliol (Eritritol). 

El género comprende 6 especies patógenas para los animales y el hombre -

( Davis et al, 1978; Stanier et al, 1977). 

II) Antecedentes Hist6ricos 

Las brucelas fueron aisladas por primera vez en 1887 por Bruce a Pª.!. 

tir del bazo de humanos afectados de una enfermedad que se denominó Fiebre 

de Malta. Pero no fué hasta ~904 que se descubrió la fuente infectiva, en 



que el gérmen fué cultivado a partir de leche y orinn de cabras aparente

mente sanas (Davis, et al, 1978). El segundo microorganismo de este gru

po fué aislado en Dinnmarca. por Bang en 1897, a partir de ganado bovino -

afectado por abortos infecciosos (enfermedad de Bang) mientras que el ter

cero fué cultivado en USA en 1911•, a partir del feto prem.ituro de una hem

bra de cerdo ( Da vis, et al, 1978 ) , y fué en 1920 que Eva ns llegó a la -

conclusión de que los tres microorganismos se hallaban estrcchamen'te rela

cionados, por lo que se clasificó en un género aparte denominado ~ 

Cunningham, 1977 ) . 

Actualmente el grupo de organismos incluye: Br. abortus, Br. rneli

tcnsis, Br. ~' Br. ~, Br. avis y Br. ~' siendo una importan

te causa de enfermedad en animales y el hombre en todo el mundo ( Alton, 

et al, 1975 ). 

111) Importancia Económica 

Puede considerarse que el aspecto más importante de la Brucelosis en 

los animales domésticos, es la repercusión ccon6mica de la misma, lo cual 

es válido para cualquier país que mantenga esta zoonosis. Así es que la 

Brucelosis ocasiona cuantiosas pérdidas a la industria pecuaria por diver

sos motivos: abortos, problem.:ls reproductivos, reemplazos, disminución de 

la producción láctea, muertes de terneros e inclusive alteración en las 

líneas genéticas. 

Algunos investigadores han clasificado las pérdidas que causa la Bru

cclosis de la siguiente manera: primero, pérdidas directas aparentes, se

gundo, pérdidas directas no-aparentes, y el tercero, pérdidas indirectas 

o 'consecutivas. Las primeras se refieren a las pérdidas de crías ya sean 



abortos y/o mortalidad, problemas reproductivos (infertilidad), reemplazo, 

disminución de la producción cárnica y láctea, gastos de asistencia médico 

veterinario. 

Las pérdid:1s no-aparentes involucran la depreciación de los animales 

enfermos, ret<n·dos cll e rccimiento, decremento del peso, recuperación del 

peso perdido, depreciación en el mercado interno y pérdidas de líneas ge-

n~tico:s. 

Las in<l irectas consecutivas repercuten Robre la salud humana, por 

auscntisrno, gastos médicos, disainución de l.1 capacidad, y hasta mortali

dad ( Calcedo, 1968; Camp<!ire y Gracia, 1968 ). 

Toda esta trae como consecuencia repercusiones al nivel del mercado 

nacional e internacional. 

IV) Características ~ Agent~ EtiológicE._ 

a) Propiedades morfológicas y de cu Ltivo 

Los miembros del género Brucelln son organismos pequeños, cocobaci·· 

laras, los cuales muestran algunas variaciones en su tamaño, que oscilan 

entre 0.6-2.0 micrómetros de largo y cerca ele O.J-0.S micrómetros de diá

metro. En los tejidos los organismos frecuentemente se encuentran agrupa

dos o solos, en el laboratorio generalmente se desarrollan como cortas ca

denas. 

Las brucelas no son móviles, no forman esporas, y una cápsula muy 

pobre en variantes lisas y muco id es, ha sido descrita en cepas frescas re

cién aisladas ( Buxton y Frasser, 1977 ) lo cual puede demostrarse median

te coloraciones especiales. 



5 

Los organismos se tiñen como Gram negativos de color rosado y aunque 

no son ácido resistentes, son capaces de resistir 11a decoloración con áci

dos débiles incluyendo ácido acético al 0.5%. Tal característica es toma

da en cuenta en las técnicas de tincié5n diferencial en diagnósticos. Con 

la tinción de KOster modificada se observan las brucelc:rn de color naranja 

con un fondo azul. 

Algunos autores ( ~avis et al, 1973 ) señalan que las bn1celas pre

sentan cierto pleornor fisr.io y en algunos casos coloración bipolar. 

Sobre los medios de cultivos en el laboratorio, su cre::imiento es 

lento, especialmente al iniciarse el cultivo, por lo que las colonias no 

son visibles hasta 48 horas o más, incubadas a 37ºC. En general las bru

celas aisladas de los tejidos son del tipo liso (S), aunque.!!.!.· cani.§_ y 

Br. ovis solo se conocen en forma rugosa (R). Las típicas colonias lisas 

miden 0.5 nun de diámetro, .son pequeñas, redondeadas, convexas y translú

cidas, de aspecto húmedo en su superficie. 

La disociación puede ocurrir particul3rmcntc sobre medios húmedos, 

con un pH y temperatura no óptima, observándose entonces colonias rugosas, 

de mayor tamaño, de color ar.larillento 1 de aspecto granular, y secns en ln 

superficie; en medios líquidos desarrollan una ligera turbidez con un fino 

depósito granular, el cual se hace viscoso despues de incubación prolonga

da. Existe una tendencia por algunas cepas a disociarse más facilroente 

en medios líquidos que en sólidoS. 

Estos organismos se desarrollan en aerobiosis aunque, cultivos pri

marios de Br. abortus y Br. ovis crecen particulannentc pobres y requieren 

una atmósfera conteniendo 5-10% de COz, mientras que las especies restan

tes, crecen bajo condiciones atmosféricas norr:lalcs ( Buxton y Fnisser 1977). 
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Las brucelas están adaptadas a un habitat intracelular y sus reque

rimientos nutritivos son nruy complejos. Algunas cepas han sido cultiva

das en I!led ios sintéticos compuestos por 18 aminoácidos, vi taminns, sales 

y glucosa. 

Para una tasa de crecimiento óptima y para cultivos prjmarios son 

recomendados una variedad de nedios sólidos: albimi, tríptosa, tripticasa 

soya, agar papa, con adición o no de un 5~~ de suero (que no contenga anti

cuerpos a brucclus) y lar. medios seltJcth·os o especiales, adicionados de 

antibióticos ( Kuzdas-Xorse, Thi1yer M:irtin ) son emple.:1dos con éxito cuan 

do se pretende aislar bruccléls Ue 1:nwr.tr,1.s contaminadas, 

b) Características bioquímicni;. 

Todas aquellas pruebas que tiendP.n a identificar y biotipíficar ln 

Brucclla merecen nuestra atención. Ex.isten pruebas bioquímicas que son -

claves ( Anderson y Smith, 1965; 11.S. Dept. Ag. 1965; Pacheco y Thiogo de 

Mello, 1950; l<illiams et ni, 1964; liilson y Dasinger, 1965; Sanders y -

Warner, 1953 ) . 

Así mismo las pruebas de sensibilidad n colorantes en diferentes CO.!!, 

centraciones son de gran valor en biotipificación ( Huddlcson, 1931; Pic

kett et al, 1953, Margan, 1961 ). 

Aunque la mayoría de los organismos utilizan varios carbohidratos, 

las cantidades de ácido y gas producidas son demasiado pequeñas para ser 

utilizadas en el diagnóstico para identificar especies, pero es una carac

terística de va !or en la identificación· del género Brucella ( Buxton y 

Frasser, 1977 ). Algunas cepas producen catalasa y esto puede tener corr~ 

!ación con la virulencia. Son oxidasa positiva. Los nitratos son reduci-
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das a nitritos ( Jawetz et al, 1979 ) , 

Muchas cepas producen ácido sulf!drico (n2s). La producción de H2S 

por Br. suis cepa americana es intensa, mientras que.!!!_. suis ccp~ danesa 

no produce H2S; !!!.· abortus tiene una producción de HzS poco marcada, y 

!!".· mel itcnsis es usualmente negativa pero algunas Cl'llilS pueden llegar a 

producir trazas. Así que, esta prueba sumada a otras bioquímicas es útil 

para la diferenciación de especies del género Hrucclln. 

La capacidad que tienen las bn1celas parn hidrolizar la úrea y pro

ducir Nll3 es una importn.ntP característica para diferenciar especies. La 

actividad ureásica es alta con Br. suis tanto la cepa danesa como la ame

ricana ( Pacheco y Thíago de Hello, 1950 ) , pero baja en .!l.!.· abortus. 

Sin embargo en Br. melítensist los resultados son vnriahlcs ( Renoux y -

Quatrefages, 1951; Sanders y Warner, 1953; Buxton y Frasscr, 1977 ). 

La tolerencía a la penicílina es otra útíl para diferenciar cepas -

vacunales y virulentas ( Kraft, 1956 ). Otra prueba es fa susceptibilidad 

a sufrir lisis por el fago Tbilisi (Tb) ( Parnas et a.l, 1967; Corbel et al, 

1972 ) • 

La prueba de Eritritol es importante para detectar vírulencía en bru

celas; muchos investigadores han informado que el crecimiento de· las bru

celas es estimulado por este compuesto ( Anderson y Smith, 1965 ) , lo cual 

constituiría un factor de gran importancia en la patogenia de los abortos 

infecciosos. Este alcohol de cuatro carbonos (l!OCHzCl!Ol! C!IOU OlzOH) fué 

cristalizado a partir de líquido amniótico y alantoideo de bovinos. 

Dichas bacterias tienden a multiplicarse y a localizarse en tejidos 

en los que abunda este poliol, ya sea en membranas placentarias y tejidos 
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fetales, en donde las brucel.:is prolifc~ran notablemente causando la muerte 

y expulsión fetal ( W.11.0. Fifth Report, 1971 ) . 

En machos existe abundancia de Eritritol a nivel de cpidídimo, teji

do testicular, y vcsí.culos seminales, en todos estos sitios se localizan 

las brucelas. Según Kcppic, c:t al, (1965) los niveles de Eritritol en pla

centa de animales que sufren placcntitis por infección a Brucclla son más 

elevados que en aquellas especies donde no ocurre placcntitis. 

Sin embargo las investigaciones realizadas por Mcyer en 1967 revela

ron que no hay relación entre virulencia y presencia de Eritritol. Por 

otro lado los estudios de Crouch et al, (1967), demostraron que la cepa 

Rev-1 de .!!f.· ~~~que es de relativa baja virulencia, es estimulada 

por el Eritritol. 

La sensibilidad de Brucella a varios colorantes es una técnica usada 

para diferenciar varins especies del género ( Uuddleson 1 1931 ) • Los colo

rantes usualmente usados son: Tionina, Fucsina básica y Violeta. de Metilo 

los cuales se incorporan a medios que contengan suero. Según Morcdra-Ja

cob, (1963), el uso de Safranina en dilución 1 :5,000, inhibe el crecimiento 

de todos los biotipos de Br. suis. 

Existen técnicas de sensibilidad a colorantes modificadas. Una de 

ellas consiste en colocar un papel de filtro embebido en el colorante res

pectivo sobre el medio de cultivo (infusión de hígado agar) sobre el cual 

se siembra. Otra técnica es utilizando tabletas de colorantes las cuales 

son embebidas en el medio de cultivo. (Buxton y Frasser, 1977; Stanier , 

1979). 

De cualquier forma algunos biotipos de !!E.· abortus son inhibidos por 



la Tionina, pero solo uno por Fucsina básica. Br. su is biot ipo 1 y 2 son 

inhibidos por la Fucsina básica pero no por Tionina, usualmente los bioti

pos de Br. melitensis son resistentes a ambos colorantes. Sin embargo se 

han encontrado variaciones en cu;into a sensibilidad entre ciertos biotipos 

de las diferentes especies Alton, et al, 1975; U.S. Dcpt. Ag. 1 1965; 

W.11.0. Fifth Rcport, 1971 ). 

c) Aspectos metabólicos. 

Las hrucelas son aerobias, pero pueden utilizar el nitrato de forma 

anaerobia como aceptar de electrones. 

Sus ncccsi<ladcs nutritivas san relativamente complejas, para fines 

especiales pueden utilizarse medios sintéticos que contienen una serie de 

aminoácidos y vit<iminn;i. Br. abortus se diferencia de otras especies del 

género, ya que al ser aislada precisn de una atmósfera que contenga 5 a -

10% de dióxido de carbono. Case todos estos microorganismos producen cata

lasa y descomponen la úrea. Xuy rarnmente se produce la fermentación de 

azúcares ( Sanders y Warner, 1953; Pickett et al, 1955 ). 

Los estudios comparativos del género Brucella y sus biotipos sobre 

los aminoácidos del ciclo de la úrea y otros aminoácidos ( Cameron y Meyer 

1953 y 1955 ) , asi como la utilización de carbohidratos, pueden ser consi

derados como una guía confiable para la identificación de especies y bio

tipos del género Brucella ( McCullough y Beal, 1951 ). 

Así mismo los importantes estudios de evaluación estadística, de las 

tasas de consumo de oxígeno, como también las investigaciones para definir 

patrones de metabolismo oxidativo para la caracterización del género Bruce

!!!!. y sus biotipos, han sido descritos por Meyer y Cameron, ( 1959, 196la 

y 196lb ) . 
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Lns investigaciones realizadas por Meyer y Cameron, (196Ib) han de

mostrado de forma convincente que cada especie del género ~ tiene 

un consumo característico y definido de oxígeno en determinados substratos 

de aminoácidos e hidratos de carbono. Es útil e importante distribuir los 

substratos en tres grupos ( Al ton, et al, 1975 ) ; en el Cuadro l, se pre

sentan los diferentes grupos y el comportnr.iiento de cada especie ( inclu

yendo los biotipos de .!!.!:_. suis por su variabilidad). 

d) Sensibilidad al bacteriófago. 

Es una prueba de gran importancia en la biotipificación de brucelas. 

El fago más empleado, es el fago Tbilisi o Tb, aislado inicialmente en la 

U.R.S.S. y que ha sido designado fago de referencia. Usualmente en las 

pruebas de lisotipia se emplean dos concentrnciones de fago: la dilución 

habitual de prueba (DllP) y una suspensión mas concentrada, la JO,OOOxDHP. 

Como cepas huéspedes para el cultivo de los fagos se han recomendado la CE_ 

pa de referencia 544-2 (J1E.. abortus) o un cultivo de cepa 19, acompañante 

del fago Tb aislado en la U, R. S.S. 

Las colonias lisas o lisas inte.rmedias de .!!!.· abartus presentan una 

lisis completa en las zonas donde se han depositado gotas de cualquiera de 

las dos diluciones, mientras que las colonias rugosas no sufren lisis. La 

mayoría de los cultivos de Jl!:· suis son lisados parcialmente con la 10,000 

x DHP, pero no se alteran con la PHP. La mayor parte de los cultivos de 

Br. melitensis no les afecta ninguna de las dos diluciones, aunque a veces 

algunos cultivos muestran lisis parcial con 10,000 x DHP, los cultivos de 

.!!!.• ~y !E.· ~ no son lisados con ninguna de las dos diluciones. 

Mientras que la Br. ~se lisa completamente con ambas diluciones del 

fago. 
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CUADRO 

Comportamiento de Tres Especies del Género Brucella 

en las Pruebas de Metabolismo Oxidativo * 

Br. su is 
Substrato .!!!:.·melitcnsis Br. abortus biotipo 

2 3 

L-Alanina + + + + 

L-Asparagina + + ± 

L-Acido Glutamico + + + ± 

D1L-Ornitina + + + 

D,L-Citrulina + + + 

L-Arginina + + + 

L-Lisina + ± + 

L-Arabinosa + + + 

O-Galactosa + + + 

D-Ribosa + + + + 

O-Glucosa + + + + + 

1-Eritritol + + + + + 

* (Meyer y Cameron, 196la y !96lb). 

1l 

4 

± 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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La norma lítica que siguen diversas especies de ~rucella, coincide 

con las investigaciones que muestran que Br. abortus absorbe los fagos y 

recorre un ciclo lítico, ..!!!_. suis absorbe los fagos y es sensible a la li

sis desde el exterior, pero no recorre un ciclo lítico, mientras que.!!!_. 

melitcmsis, y las cepas rugosas de Br. abortus no absorben los fagos ( Me

yer, 1962¡ U. S. Dept. Ag., 1965; Parnas, et al, 1967; Corbel y Phillip, 

1972; Alton, et al, 1975 ) . 

e) Homología del DNA. 

A partir de los estudios de homología del DNA, puede concluirse que 

este género es considerablemente homogéneo. Las investigacioneG realiza-

das por lloyer y HcCullough, (1960), demostraron que la cantidad de Guanina 

mas Citosina ( G + C ) del ácido deoxiribonucleico ( DNA ) de las brueclas, 

varía entre 56-58 moles porcíento. Dichas investigaciones demostraron que 

la homología de los polinucleótidos de las diferentes especies de ~ 

son iguales y recíprocas, excepto para Br. ovis cuya reciprocidad es menor. 

Sin embarg~, los estudios sugieren que Br. ovis es una bacteria que sufrió 

la deplesión de algunos pares de bases, ya que carece de segmentos de DNA 

los que están presentes en las otras brucelas. De er.tn manera, las inves-

tigaciones de Hoyer y McCullough, (1968), fueron determinantes para la -

aceptación de .!!.!:.· ~' .!!!:· canis, y !!E.· ovis dento del género Brucella. 

f) Características antigénicas. 

Las diferentes especies del género Brucella no pueden ser diferenci2_ 

das por reacciones de aglutinación, pero pueden distinguirse por absorción 

de aglutininas. E.xisten dos antígenos denominados A y M que se encuentran 

en diferentes proporciones en Br. abortus, Br. ~y.!!!.· melitensis. 
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Además ha sido demostrada la presencia de un antígeno S superficial 

semejante al antígeno Vi de Salmonella. 

Los antisueros obtenidos de animales inmunizados con unn cepa lisa 

aglutinan las tres principales especies del género de Brucella. Se supone 

que estas reacciones cruzadas se deben a la existencia de dos determinantes 

antigénicos comunes Davis et al, 1978 ) . 

El antígeno A o abortus es el principal determinante de superficie 

tanto en .!!E.· abortus como en -ª..!:_. su is, y es un determinante secundario (a) 

en Br, melitensis y sería un determinante secundario (m) en las otras es-

pecies. foeron Wilson y Miles (1932 y Miles (1939) quienes demostraron la 

presencia de los antígenos primordiales en la superficie de las brucelas 

lisas, identificandolos como A y M. Estos son lipopolisaciíridos asociados 

con cantidades variables de polipéptidos, que poseen características endo-

tóxicas similares a las cndotoxinas de las enterobacterias ( Bakcr y Wilson 

1965; Leong y Wilson, 1968; Leong et al, 1970 ) • 

El fragmento lipídico denominado lípido A, es el responsable de la 

toxicidad, el polipéptido parece ser esencial en la inducción de hipersen-

sibilidad retardada en animales sensibles. El componente polisacárido -

posee la mayor actividad antigénica, y es responsable de la especificidad 

serológica ( Jones y Berman, 1976 ) , siendo la proporción de antígeno A:M 

en Br. abortus de 20:1 respectivamente, mientras que en Br. melitensis es 

de 1:20 ( A:M ), 

Los estudios iniciales sobre la relación antigénica entre especies 

rogosas y lisas de Brucella, señalan que las cepas rugosas no poseen la -

endotoxina de tipo lipopolisacarido asociada con la actividad aglutinogé-

nica de las colonias lisas ( Díaz et al, 1968 ) • Asimismo, fue demostra-
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do que las colonias rugosas de ~ poseen cara et erísticas antigénicas 

similares entre si, pero diferentes a las cepas lisas ( Díaz et al, 1968; 

l!eyers et al, 1972 ) . 

Las investigaciones realizadas por Díaz y Bosscray ( 1973) demostra

ron la presencia de antígenos conteniendo polisacáridos en la superficie 

de brucelas rugosas, las cuales forman líneas de precipitación solamente 

con sueros obtenidos despues de la inmunización con brucelas en forma 11 R" 1 

pero no precipitan con sueros preparados con brucelas en fase 11 s11
• Tales 

resultados señalan que, el antígeno de brucclas rugosas (antígeno R) es -

específico para brucelas en fase '1R11
• Sin embargo, se conocen otras cepas 

que poseen determinantes antigénicos específicos en sus antígenos "R". 

Se ha demostrado que los antígenos extraídos de la pared celular de 

cepas rugosas, como Br. ~, producen una reacción que sugiere efecto -

endotóxico, cuando son inoculados a perros por vía subcutánea ( Flores Ca.!!_ 

tro, 1978 ) . 

Mediante la absorción de anticuerpos anti-Am (~ o suis) con -

una dosis de microorganismos de Br. melitensis (aM) eliminando ani la agl!!, 

tinina secundaria (m) y una fracci6n de la aglutinina principal (A), se -

hace posible preparar sueros monoespecíficos frente al antígeno A. Los 

antisueros monoesécíficos anti-M se preparan de forma similar. Tales sue

ros resultan útiles en el diagnóstico. 

La imposibilidad del suero monoespecífico para producir aglutinación 

reaccionando con el antígeno menor, se explica por el supuesto de que ta

les determinantes antigénicos menores están distribuídos de modo tan dis

perso sobre la superficie celular, que no pueden interactuar con un número 

suficiente de moléculas de anticuerpos, para producir agliJtinación ( Davis 

d al, 1978 ) . 
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g) Variación de la pared celular. 

Según investigaciones de Horeira-Jacoh (1970) el proceso de disocia

ción forma cuatro tipos de colonias diferentes: lisa, intermedia, mucoidc 

y rugosa. Tales cambios ocurren a través de modificaciones del contenido 

de lípidos y polisacáridos de la superficie de la célula y p.1recen estar 

asociados con cambios en las propiedades de antigenicidud y virulencia. 

Los organismos virulentos típicos forman coloni.1s lisas y transparentes. 

Estos tienden a mut,1r a l~L forr.ia !."~lbt~sa qnc es avirulentn, con excepción 

de-ª.!:_. avis y~· ~:mis, bs cuales 110 se eonocen en form.1 lisa. Las cé

lulas avirulentas (rugosas) a~lutirnrn 0n la solución de acriflavina es una 

solución de 1:1000 en tanto que l;Js vind.ent.'lH (lisns) no lo hacen. 

A consecuencia de In d isoci ac iGn, las gene rae iones hid rof ílicas se 

tornan hirdofóbicas, es un proceso aunado a cambios en susccptibilid.::id a 

electrolitos y otros agentes. 

La selección de mutantes en vivo parece estar influída por sustancias 

del medio ambiente. Asi, el suero de animales susceptibles contiene una 

globulina y una lipoproteína que impiden el crecimiento de los tipos r.o l!_ 

sos avirulentos, y favorece el crecimiento de los tipos virulentos. Aque

llas especies animales resistentes a la infección, carecen de estos facto

res, de modo r¡ue puede presentarse una mutación rápida a las formas aviru

lentas. Ha sido demostrado in vitre que la D-alanina tiene un efecto se

lectivo similar ( Fitzgeorge y Smith, 1966; Williams, 1973 ) • 

h) Importancia de las pruebas para la biotipificaci6n de Bruc.ella. 

Los organismos del género Brucella son ordinariamente identificados 

como miembros de una determinada especie por los métodos bioquímicos con-



16 

vencionales de lluddleson (1931) y lleyer y Zobell (1932), y menos por prue

bas scrológicas con el uso de sueros monoespccíficos ( Wilson y Ni les, 1932 

Wilson, 1933 ) . 

Los investigadores que han intentado correlacionar la idcntificnción 

serológica con pruebas bioquímicas de tipific:ición mediante la sensibili

dad a diferentes concentraciones <le colorante.e;, han encontrado que sus re

sultados son contradictorios. Así que, varios invcstigndon!s concluyeron 

que estas pruebas practicadas aislndar.icnte para los propósitos de identi

ficación, no eran de valor Spink (1956) sci\alaban que el uso de procedi

mientos serológicos no era satisfactorio; sin embargo Janes (1958) no ha 

encontrado problemas como los antes se!lalados, a.si que existen opiniones 

diversas en la identificación de eRpccies del génc·ro Jlrucclln. 

Esto es porque existen organismo del g¡:;nero que no híl.n poc..lido ser 

clasificados cspecífica:nentc y se han reportado como ~.!..· me.liten~ bio

quimicamente, y Br. abortus scrológicnmente ( Taylor nt nl, 1932; Wilson, 

1933; Renoux, 1952¡ Cruickshank. 1954; Pickett '.'~el son, 1955) 1 o bien 

como Br. melitensis bioquimicamente, pero con m5.s antígeno de 'ª-1.:..· 2~ 

que lo usual ( Stable f orth, 19 59 ) , 

Otros investigadores han encontrado -ª.!:.· mclitcE.sís bioquim,icamente, 

pero con iguales C<lntidadcs de antígeno de Jl.r_. ab<2_!~?. y!!:_. ~is 

( Cargani et al, 1957 ) . Por otro lado se han <letúctado ~· melitensis 

que requieren co2 ( Stabie[orth, 1959 ) . Otros han encontrado Br. abortus 

bioquimicamente y Br. melitcnsis sera lógicamente ( Wilson, 1933; Cruicks

hank, 1954; Pickett y Nclson, 1953 ). Es conocido desde el reporte origi

nal de Wilson y ~1iles, (1932) 1 que~· ~~ y~· melitensis contienen 

antígenos cualitativamente similares, los cunlcs vnrían en su dis~ribución 

cuantitativa. 
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La evidencia presentada en los estudios de metabolismo oxidutivo, -

muestran que la distribución cuantitativa de antígeno varía no solamente 

de especie a especie, sino también dentro de especies y que la distribu

ción de este antígeno frecuentemente no esta relacionado a otras especies 

características ( Meyer y !largan, 1962 ) • 

Diversos estudios han demostrado que existen cepas de .!!!:.· ~ 

que no producen ácido sulfídrico ( H2S), no requieren COz son Tionina re

sistentes, duplicando características de .!!!_. melit~. De tal tn3ncra 

que a veces resultan indistinguibles Br. abortus de!!!.· melitensis, por 

los usuales métodos bioquímicos, y en otros casos, .!!!:.· abortus es seroló

gicamente indistinguible de .!!!:.· mclitensis. Ambos tipos de Br. ~, -

pueden ser diferenciados mediante el uso de pruebas metabólicas y por la 

susceptibilidad del fago Tb ( Meyer, 1962; Clark, 1969 ) . 

Hay estudios en los que se señala el aislamiento de cepas original

mente identificadas como Br. melitensis mediante estudios bioquímicos y 

serolOgicos a partir de muestras de bovinos, pero que cpidemiologicamentc 

y en características patogénicas eran anormales; utilizando pruebas metab-ª. 

licas y bacteriófagos, se demostró que se trataba en realidad de l!!.·~ 

( Meyer, 1962 ) • Por lo tanto las pruebas bioquímicas y métodos serol6gi

coa por si solos no son confiables para la identificación de especies de 

~y sus biotipos ( Meyer y Morgan, 1962 ) . 

Las pruebas verdaderamente precisas para la biotipificación de Bru

~. son las de metab61ismo oxidativo en el aparato de Warburg (McCullough 

y Beal, 1951; Meyer y ZoBell, 1952; Cameron y Meyer, 1953,1955; Meyer y~ 

meron, 1959, 196la, 196lb; Meyer y Morgan, 1962; Clark, 1969). 
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Meyer y Cameron, (1961a) han mostrado evidencias de que es posible 

identificar correctamente cepas conflictivas del género ~, mediante 

el uso de técnicas manométricas ( Umbreit, et al 1 1957 ) , utilizando subs

tratos ( aminoácidos y carbohitlratos ) como patrones en pruebas metabóli

cas. Se encontrO que estos patrones eran consistentes y definitivos para 

cada especie y sus biotipos ( Mcycr y Camcron, 196lb ). y de variantes que 

mostraban características anormales de una especie ( Meyer y Cameron, l 96la 

Mcyer, l 962 ) • 

Los estudios posteriores revelaron que todas las cepas que fueron -

metabolicamcntc clasificadas como Q!.· abortus, er;:m susceptibles al bacte

riOf ago de~ y, todas la~ que mostraron un patrón característico de 

otras cepas, no fueron lisadas con c.l fago Tb con la dosis habitual de -

prueba (DllP) ( Mcyer, 1962; Parnas et al, 1967; Corbel y Phillip, 1972 ). 

La distribución de los antígenos puede ser medido por aglutinaci6n 

con sueros monocspecíficos ( anti-A y/o anti-M ) . 

Otras pruebas de importancia útiles en la identificación son las -

pruebas de tolerancia a la penicilina, y el uso de sensibilidad a Tionina 

azul, para detectar virulencia o no, en cepas recién aisladas o cepas vac.Y. 

nales ( Kraft, 1955; Margan, 1961 ), 

V) Especies susceptibles 

a) Animales domésticos. 

Las especies de animales más frecuentemente afectadas son los bovi

nos, cerdos 1 cabras y ovejas. La enfermedad causada por las cepas lisas 

de Br. ~, Br. mclitensis y Br. suis producen manifestaciones clíni

cas muy similares, en las diferentes especies animales afectadas. 
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Mientras que la enfermedad producida por cepas naturalmente rugosas como 

son Br. canis y Br. ~~producen manifestaciones clínicas ligeramente di

ferentes, asi que los métodos de diagnóstico presentan algunas variaciones, 

Las tres especies principales de Brucella son patógenas para una ª!!!. 

plia vc:riedad de mar.iíferos, aunque cadn una de ellas tiene un huésped de 

elección del tracto reproductor, ahortos y epididimitis. En perros infc~ 

cienes similares r.tenos frecuentes ocurren; los caballos son ocasionalmente 

infectados y desarrollan una hursitis supurativa ( Buxton et al, 1977 ) • 

b) Animales silvestres. 

Esta enfermedad tar.ibién ocurre en una amplia gama de animales silve~ 

tres, los cuales pueden actuar como reservarías, representado un foco po

tencial de diseminación. Existen muchos involucrados en la transmisión de 

la enfermedad, incluyendo diversos roedores 1 venados, camellos, búfalos, 

liebres y marsupiales ( W.11.0. Fifth Report, 1971 ). 

A esta importante zoonosis se han dedicado numerosos estudios desde 

tiempos remotos, pera es en los últimos años, cuando muchos investigadores 

han comenzado a mostrar preocupación, acerca del posible e importante pa

pel como reservorio que pudieran jugar animales silvestres y por lo tanto, 

diseminar la Brucclosis particularmente aquellas especies que conviven de 

alguna forma con animales de importancia económica, susceptibles a Bruce

losis, 

Esta corriente investigativa en los animales silvestres posiblemente 

involucrados en importantes enfermedades, ha. despertado el interés de in

vestigadores preocupados por encontrar una respuesta a nruchas zoonosis de 

importancia mundial. 
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Los estudios realizados en númerosos países europeos: Alemania 

' Guthenke y Kokles, 197 2; Stoll, 1972; Fcnske y Pulst, 1973; Schonherr 

et al, 1973; Weber, 1978 ) ; Suiza ( Roux y Bouvicr, 1946 ) ; Dinamarca 

( Cristiansen y Thom.se, 1957 ); Chccoeslovaquia Nosck, 1971; Vitovec 

et al, 1976 ); Rumania ( Predoiu y Cristescu, 1972 ); Rusia ( Rcmentsova, 

1962; Sofranov, 1971; Taran y Zamakhaeva, 1971; Zcnkova, 1971; Belikov, 

et al, 1973; Topor, 1973; Zenkova, 1975; Go.rban, 1977; Garban y Grekova, 

1978 ); y otros paises europeos ( Bcndtsen et al, 1956; Thomscn, 1959 ), 

tIJ.lestran los resultados serológicos y de aislamientos de ~ en anim~ 

les silvestres. Bosworth (1937) informa acerca <le la susceptibilidad de 

ratas silvestres a la .infección con l!!:_. ~· Por otro lado las inves-

tigaciones realizadas en Zambia por Bell et al (1977), muestran la posibi-

lidad de que los animales silvestres sean evidentes rescrvorios de Br. ~-

~-

Otras investigaciones relevantes son las realizadas en chigüires de 

Venezuela, donde se logró aislar Br. abortus (Bello et 111, 1976 ). Muchos 

investigadores en Estados Unidos han estado pnrticularmente interesados en 

la posible relación de animales silvestres como reservarías de brucela. 

Ya en 1937 existian estudios acerca de la susceptibilidad de roedores a -

brucela ( Bosworth, 1937; Fitch y Bishop, 1938 ) . 

Los estudios serolOgicos y bacteriológicos realizados en Estados Un,i 

dos, demuestran que se han detectado anticuerpos y se han aislado brucelas 

en diferentes especies de animales silvestres. Asi mismo, se han realiza-

do inoculaciones experimentales, a fin de detectar la susceptibilidad de 

ciertas ~species animales a la Brucelosis ( Tunnicliff y Marsh, 1935; 

Youatt y Fay, 1959; Wodd et al, 1968; Witter et al, 1970; Wood et al, 1976 



Stauber et al, 1977; Thorne et al, 1978a 1978b; Swann et al, 1980; Vnna'~ 

1980 ). 
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Br. suis fué aislada en Alaska a partir 1.h~ renos silvestres ( Rangi

fer tarandus ) lobos ( Canis lupus ) y zorros ( Vulpes fulva, Alop~ ~

~) ( Neiland et al, 19ú8; Neilnnd, 1970; Rausch, 1972; Ncil.md, 1975 ). 

Otros estudios, realizados en visón (Mustela vison) ,resultaron en la 

detección de anticuerpos a~~ ( BÜ;ping y Loligcr, 1961; Pritchard 

et al, 1971 ) . Con el mismo fin se han real izado encuestas en venado <le 

cola blanca (Odocoileus virginianus) ( Fay et nl, 1980 ). 

Las encuestas serológic;:w y bacteriológicas en alces americanos 

(Alces amcric.:lnu.s), coyote~ (Cani:!. latréln!-!_) y oso~; negros (~ americn

n.us), demostrnron la prevalencia de Hrucelosis ( Jcllison et al, 1953; -

Oavis et al, 1979; Thorne et al, 1979; Binninger et al, 1980; Davis, 1980). 

Estudios ~erológicos y epidemiológicos realizados en Canadá en bovi

nos y animales silvestres, demostraron la presencia de Brucella ( Corner 

y Connel, 1958; lluclson, 1978; Zarnkc, 1973; lludson et al, 1980 ). 

En Brasil se han realiz.ado importantes investigaciones en vampiros 

(Desmodus rotundus) y r.1.onos (Callithrix penicillata) ,detectandose anticue!. 

pos a Brucella ( Ricciardi et nl, 1976 ), 

Hay publicaciones real izadas en Argentina 1 que describen aislamien

tos de Br. suis en la liebre europea (Le.pus europeus), zorros (Dusicyon 

gymnocercus, ~· griseus) 1 comadrejas (Oidelphis marsupinlis= Q.albiventris) 

y de Br. abortus en hurón (Galictis ~=Grison E.'!.Í2,) ( Szyfres y Tomé, 

1966; Gamarra y Szyfrcs, 1963; Szy fres et al, 1968; De la Vega et al 1979 

Un muestreo serológico y epidemiológico realizado en la India resultO 
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con importante información acerca de la presencia de anticuerpos contra 

Brucella en aves silvestres y serpientas ( S.imbyal y Sharma, 1972; Sharma 

et al, 1979 ). 

En Rusia se efectuó un estudio epidemiológico para definir la suscc_[!. 

tihilidad de diferentes especies de animales silvci:;trcs a la inoculación 

de. Brucclla. Se encontraron altos títulos de anticuerpos en tortugas (Tcs

.~udo horsficldi), ranas (Rana ridibunda) y puerco-espín (Erinaccus auritus) 

manteniendosc dichos títulos hasta por 9 meses. 

En Turquía se han realizado investigaciones scrocpidemiológicas, a 

fin de estudiar m5s profundamente ciertas zoonosis de importancia. Ozan, 

(1976), realizó estudios de brucclosís en animales silvestres. 

Los estudios serológicos y bacteriológicos tendientes a detectar aca 

rreadores de 3rucella en Egipto, resultaron en aislamientos de !!E_. abortus 

biotipo 3 y Br. rnelitensis biotipo len ratas y perros ( Salern et al,19711). 

En Checoeslovaquia se realizaron importantes aislamientos de Br.Huis 

·en animales silvestres ( Vitovl!c et al, 1976 ) . Pero es de gran interés 

e importancia la investigación real izada en garrapatas (Haernaphysalis 1 
-

pune tata), conocidas por fungir como reservorios y vector de Rickettsia 

sibirica y Coxiella burncte. Según este estudio, se involucra a fi.punctata 

como vector de .!!!:.· rnelitensis ( llosek, 1971 ) • 

En Kenia, Uganda, Tanzania, Botswana, Zambia, en el este de Africa, 

Rodesia y otros paises africanos, se hicieron estudios serol6gicos y bac

teriológicos, lo que permitió identificar anticuerpos contra Brucella, en 

bovinos y animales silvestres, asi como, aislamientos de Br. abortus en 

casos de orquitis, en búfalo africano (Syncerus caffer) y Br. melitensis 
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a partir de Impala (~yceros melampus) (Essoungou, 1970; Schieman y Staak 

1971; Thim, 1971, 1972; Kaliner y Staak, 1973; Cooper y Carmichael, 1974; 

Condy y Vickers, 1976; Regamy et al, 1976 ) . 

En Suiza los dos primeros casos de Brucclosis en liebre ( Lepus !:.!!.

ropeus ) , fueron detectados por Roux y llouvicr (1946). 

En Venezuela investigaciones realizadas en 734 chiguires durante los 

años 1974 a 1979 1 resultaron en aislamientos de Br. abortus biotipo 1, 

y 6, asi como en la detección de anticuerpos contra Brucclla, en gran núm~ 

ro de animales ( Bello et al, 1980 ) . 

Podemos decir que todns las invcstigac iones tendientes a controlar, 

y mejor aún, a erradicar la Bruce lo sis, serían de(icientes si no se presta

ra interés al cstud io del papel que pueden tener en esta zoonosis los ani

males silvestres. De hecho como se puede observar por todo lo antes ex

puesto, en todo el mundo se ha despertado un gran interés por dichas invc!!_ 

tigaciones, a fin de clarificar su significancia en ln cadena de transmi

sión. 

En Estados Unidos, el primer diagnóstico de Brucelosis en animales 

silvestres, fue en 1917 en bisontes (Bison bison) del Parque Nacional de 

Yellowstone (Tunnicliff y Marsh, 1935; Katz, 1941). 

Asi mismo los estudios serológicos y bacteriológicos en coyotes de 

Texas, resultaron en la determinación de anticuerpos contra Brucella y ai.,!! 

lamiento de Br. ~ ( Davis et al, 1979 ) • Otro estudio en venados de 

cola blanca, reveló la posibilidad de que sean reservorios de Brucella 

( Boeer et al, 1980 ) • Por otro lado dos diferentes investigaciones se re!'. 

lizaron en alces, con el fin de significar los efectos clínicos y vías de 
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transmisión a través de infección artificial en estos animales. Otro es

tudio se refería a una evaluación serológica con resultados que muestran 

la posibilidad de que los alces sean rescrvorios de bruccla ( Thorne et al, 

1978; Morton y Thome, 1981 ) . 

Evidencias serológicas de Br. can is han sido reportadas en coyotes, 

gatos monteses (~ rufus), mapaches (Procyon lotor), y marsupiales 

(Didelphis virginianus = .!?.· marsupinlis) en el sur de Texas ( Hoff, 1974; 

Randhawa et al, 1977 ) • 

.!!!:.:... suis fué encontrada ocurriendo naturalmente en zorros (Vulpes -

vulpes) en Bulgaria y en Rusia ( Remcntsova, 1960 ) • 

Hay evidencias serológicas de Br. ~en la hiena (Croe.uta~

cuta), perros silvestres (Lycaon pictus), y chacal (Canis mesomclas) en 

Tanzania ( Sachs et al, 1968 ) • 

Dos especies de zorros, Dusicyon gymnocercus y ~· griseus, muestrea

dos serológicamente y bacteriológicamente, resultaron naturalmente infec

tados con g. ~ biotipo 1 ( Szyfres y Tome, 1966 ) • 

En Irlanda del Norte se realizaron encuestas serológicas en zorros 

(Vulpes vulpes), que mostraron la positividad a Br. abortus ( McCaughey, 

1950), Br. suis biotipo 4 fue aislada de perros de Alaska (Neiland,1970). 

Un importante estudio fué realizado en 5 estados de Estados Unidos, 

en 7 especies de carnívoros silvestres, en los cuales ·se detectaron anti

cuerpos contra Brucella ( lloff et al, 1974 ). 

Fueron encontradas evidencias sera lógicas. en infecciones naturales 

en lobos (~ lupus) en Alaska, osos pardos (~ arctos) y zorros rojos 

(Vulpcs fulva) (Neiland, 1975). Estudios experimentales con g. suis -
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biotipo 4 en carnívoros silvestres, roedores, y lagomorfos son de particu

lar interés, conociendo que Br. suis biotipo 4 es enzoótica en renos, car

nívoros y humanos en AJaska ( Nieland, 1980; Neiland y Hiller, 1981 ) . 

b. l) La infección ¡JOr brucelas en chigUires. 

Es conocido el deficit de proteína es un problema mundial por esto 

toda investigación tendiente n la búsqueda de nuevos productos que satis

fagan las necesidades alimenticias de una población crecientc,son más jus

tificadaS. El chigüire, el roedor m..:J.s grande del mundo, es un animal scm2:, 

acuático que puede coexistir perfcctnmcntc bien con los animales domésticos 

del hombre, dados a la actividad pecuaria. Esta especie animal se encuen

tra distribuída desde Panamá hasta el norte de Argentina; los chigüircs de 

los Llanos de Apure en Venezuela, alcanzan pesos que oscilan entre 48.9 a 

65.5 kgs. en adultos ( Ojasti, 1971 ). 

El chigüire constituye una importante fuente de proteína animal, ad~ 

mlís de poseer una piel de gran valor, lo que le sitúa dentro de las explo

taciones comerciales complementarias de la gana<lería (Velasco, 1981 ) . 

En este afán de utilizar el chigüire como suplemento en ln dicta -

proteica tradicionalmente bovina, muchos investigadores se han interesado 

en realizar estudios más profundos en diferentes aspectos, incluyendo la 

cría intensiva hasta su domesticación ( Ojasti, 1968,1970,1973, 1978; Oja!'_ 

ti y Medina, 1972; GonzOlez y Escobar, 1975; Cordero, 1977; González, 1977, 

1978; Cordero y Ojasti, 1981 ). 

Por otro lado, un aspecto de vital importancia es el papel que pudi!:_ 

ra tener el chigüire en la transmisii5n de la Brucelosis. Es conocido que 

la Organización Mundial de la Salud ha llamado la atención sobre la neces_i 

dad de investigar los reservorios de enfermedades del hombre y animales, 
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para así planificar con mayor acierto ·las campnñas de sanidad. Fué así -

como en Venezuela se iniciaron estudios con este propósito. En 1973, Pla

ta estudió serológicamente 257 chigüires, conociendo que este animal sil

vestre tiene una estrecha convivencia con los bovinos en ciertas zonas del 

país, especialmente en lo.s Llanos de Apure donde se encuentra un,1 importa.!!. 

te población bovina y de chigüires. 

e) El hombre. 

El hombre es también afectado por la Brucelosis, siendo las princi

pales fuentes de contaminación la ingestión de productos Uicteos no paste~ 

rizados, o mediante inoculación a través de la piel no intacta, aspiración, 

y conjuntiva ocular. 

Una de las importantes manifestaciones es la Fiebre de Halta, carac

terízada por una fase septicémica aguda, seguida de una fase crónica la 

cual puede extenderse por años ( Buxton et al, 1977 ) • 

VI) Patogénesis 

Las infecciones experimentales se producen con facilidad 1 tanto en 

cobayos, ratones, conejos y monos. En la Brucelosis natural, los microor

ganismos penetran en el cuerpo a través de heridas cutáneas, de 'in conjun

tiva o del conducto gastrointestinal. También se han producido infeccio

nes por aerosoles. 

En el punto de penetración cutáneo o mucoso, se concentran células 

polimorfonucleares, que ingieren a los microorganismos los cuales se mul

tiplican en su interior. Las bacterias intracelulares serán transportadas 

por los linfáticos a los ganglios regionales. A este nivel las bacterias 

penetran en las células mononucleares y se multiplican en su interior. 
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Algunas de estas células son destruídas liberando bacterias y restos celu

lares que van a estimular la activación local de las células mononuclcarcs 

así como su proliferaci6n. El resultado de tal enfrentamiento es el que 

determina si la infección invasora va a ser reprimida o no. 

En caso de no ser detenida, las bactcri<ts que se encuentran en el in 

terior de células polimorfonucleares y mononuclearcs 1 seriin transportadas 

al torrente sanguíneo. Posteriormente pueden ser observados numerosos le~!.. 

cocitos parasitados en los sinusoides hepáticos ( Smith et al, 1964 ) . 

Las acumulaciones focales de células de Kupffer contienen gran can

tidad de bacterias, forman<lose granulomas típicos a los pocos días. Lesio 

nes semejantes pueden aparecer en bazo, médula ósea y riñón; pueden encon

trarse acumulaciones bacterianas en glándula mamaria y en útero (gestante) 

provocando abortos. 

Las bacterias se concentran en la zona placenta-fetal. líquido am

niótico y el corion. Este viscerotropismo se debe según Smith et al {1964) 

a la presencia de Eritritol. el cunl constituye un factor de gran importa!'_ 

cia en la patogénia de abortos infccciO!:iOS. Este alcohol polihídrico tie

ne la capacidad de estimular el crecimiento de !!.!..· abar tus. 

Esta sustancia se encuentra en cantidades apreciables tan solo a ni

vel del carian, cotiledones y de los líquidos fetales de especies animales 

predispuestas al aborto infeccioso Anderson et al, 1964 y 1965; Willinms 

et al, 1964; Smith et al, 1964 ) , 

No han sido detectados (en Brucella) factores virulentos específicos 

como son las exotoxinas o los constituyentes nntifa.goc"íticos de la cápsula 

de la pared célular. En cambio, las características y el curso de la en

fermedad vienen dados por una serie de fenómenos intracelulares. Así ,la 
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Brucella de tipo liso se multiplica con facilidad en el interior <le mono

citos no inmunes, mientras que las rugosas que carecen de virulcncias,son 

incapaces de hacerlo. Debe existir un factor de virulencia que numcntc la 

supervivencia intracelular. 

lla sido probado que la Br. abortus virulenta, procedente de cultivos 

de monocitos o de placenta bovina infectada sobrevive con mayor facilidad 

en las células mononuclcar~s que Jas bacterias de la misma cepa cultivadas 

en medios artificiales. Por otro lado, la pared celular de Drucella viru

lenta, obtenida de placenta bovina inhibe la destrucción intracelular de 

cepas avirulentas (R), por parte de lns células mononucleares, lo cual no 

ocurre con las mismas bacterias cultivadas en medios artificiales. Así 

que aparentemente este factor de virulencia solo se produce en vivo (Keppie 

et al, 1969; Kellcrman et al, 1970). 

VII) Diagnóstico serológico 

Entre las bases generales para el control y prevención d2 la Bruccl-9.. 

sis en bovinos se encuentran la identificación y eliminación de animales -

infectados, aunado a los programas de vacunación. Asi que existe una ur

gente necesidad por contar con una prueba diagnóstica sencilla, sensible 

y específica y esta necesidad se hace más aguda en zonas donde la prevale.!!. 

cía de infección es alta y la vacunación de animales adutos es permitida 

Nicoletti et al, 1973; Díaz et al, 1979; Janes et al, 1980 ). 

La investigación orientada al desarrollo de nuevos procedimientos -

diagnósticos continúa activamente. Las dificultades técnicas que ofrece 

el diagnóstico de esta enfermedad, han creado la necesidad de ·desarrollar 

investigaciones con el fin de incrementar, la eficiencia de las pruebas de 

laboratorio. El procedimiento ideal para el eficiente diagnóstico de --
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cualquier enfermedad debe tener por lo menos las siguientes característi-

cas: fácil ejecución, identificación de todos los animales reactores, y C.!!_ 

paz de diferenciar entre anim..'llles vacunados y animales infectados ( Díaz, 

et al, 1979; Janes, et al, 1980 ) • 

Existen una serie de problemas involucrados en el diagnóstico de la 

Brucelosis como son: períodos de incubaciOn, existencia de infecciones la

tentes, reacciones falsas positivas causadas por la vacunación nsi como -

por antígenos heteroespecíficos, reacciones falsas negativas y procedimie.!! 

tos complejos. Y aunque se cuenta con una variedad de pruebas, estas pre

sentan ventajas desventajas; las prueba~ cualitativas de identificación 

de anticuerpos son superiores Corbel y Day, 1973; Alton et al, 1975; 

Carrol, et al, 1980; Rnybould y Chantler, 1980; Berman et al, 1930 ),mien

tras que las pruebas cuantitativas son menos sensibles y específicas --

( Lamb, et al 1979 ) . 

Díaz y Dorronsoro (1970) han utilizado pruebas de iruuunodifusión en 

gel como una contribución al diagnóstico serológico de Bruci!losis y Yersi

niosis, resultando de gran utilidad para diagnósticos rápidos. Por otro 

lado Jones, et al (1980) han realizado estudios l!llaluando la prueba de in

munodifusión radial, utilizando un polisacárido antigénico para el díagnÓ!_ 

tico de la brucelosis. 

En la actualidad, una combinación de las pruebas de Rivanol y Fija

ción de Complemento en sueros, jÜnto con exámenes bacteriológicos en leche 

han sido utilizados como un diagnóstico agudo en hatos infectados y vacuna

dos. En este sentido existen estudios de Crawford, et al :Cl978) vacunando 

adultos con cepa 19 de Br. ~ Un importante aporte en el campo de 

la Brucelosis, son las investigaciones de Nicollett i, et al (1978a y l978b) 
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utilizando vacuna cepa 19 de Br. ~, por diferentes vías y en dosis 

reducida,aplicada en animales adultos. 

Jones et al, ( 1980) realizaron estudios en bovinos, con vacunación 

controlada y d~snfiados experimentalmente, analizando. los sueros colecta-

dos a diversos intervalos con las pruebas convencionales, inmunodifusión 

radial y hemólisis indirecta, método este reportado por Plackett et al -

(1976) de tener ventajas sobre la Fijación de Complemento. La prueba de 

Inmunodifusí6n radial tué cvaluadn en sueros de bovinos adultos vacunados, 

los cuales también se examinaron bacteriológicamente, resultando en una 

gran sensibilidad. 

Son importantes los trabajos de Chappel et al (l978a y l978b) compa-

rando resultados de algunas pruebas scrológicas y la búsqueda de diagnós-

ticos eficientes para la Brucelosis. 

Predoiu et al, (1972, 1980) entre sus investigaciones hnn evaluado 

los efectos de la política de erradicación de Brucelosis en Rumania, dando 

significancia a la prueba de hemagl.utinaci6n rápida, la cual evaluó con r~ 

sultados favorables, Otros investigadores han dedicado su aporte en el -
./ 

campo de la Brucelosis, dirigiendo sus estudios a un mejor conocimiento de 

las diferentes clases de inmunoglobulinas y de la respuesta inmunitaria, 

ya sea en animales vacunados y /o infectados. Beh (l 964), ha estudiado la 

distribución cuantitativa de las diferentes clases de inmunoglobulinas en 

animales vacunados e infectados, utilizando la prueba de inmunodifusi6n 

radial. Este autor encontró que en animales vacunados la gran mayoría de 

los anticuerpos producidos fueron IgGl e IgM, con cantidades similares en 

el suero de vacas y becerras, y el pico de la respuesta era un 23% para 

IgG y 37% IgM; en el calostro y leche positivos a la prueba de aglutinación 
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los animales presentaron 24-54% de IgA y 36-46% de IgG. 

Es conocido que los anticuerpos a Brucella en suero de bovinos, es

tán distrihuídos entre las clases de inmunoglobulinas IgG (IgG1 e IgG
2

) -

e IgM. La distribución proporcional es usualmente diferentes en animales 

con infecciones crónicas y vacunados ( Beh, et al, 1973 ) . 'l'ambién ha sido 

demostrado que las varias pruebas serológicas utilizadas en el diagnóstico 

de Brucelosis varían considerablemente en su habilidad para detectar anti

cuerpos de una clase particular de inmunoglobulinas ( Beh, 1974 ) . 

Kaneene et al (1979), estudiaron la respuesta inmune mediada por cé

lulas, en bovinos vacunados con .!!!:.· abartus cepa 19 y animales testigos de 

la misma edad. Los estudios J'l'lostraron que la persistencia o declinación 

de títulos de anticuerpos depende de la dosis y edad en que se vacunaron 

las becerras. 

Las investigaciones de Wood y Corbel (1973), hnn proporcionado una 

importante información en lo que se refiere a la relación de clases de pr!!. 

t.eínas del suero de bovinos y su reactividad a las pruebas serológicas pa

ra Brucelosis. Investigaron la relación entre concentraciones de proteína 

total y específica y las reacciones a pruebas serológicas para anticuerpos 

contra Br. ~· Se notó en sueros que reaccionaron positivamente un 

significativo incremento en proteínas totales del suero, debido mayormente 

al aumento- de gamma globulina. .Se observó una correlación entre el aumen

to de proteínas totales del suero y concentraciones de gamma globulina y la 

prueba de la tarjeta. Se dee1ostró ampliamente la importancia 'de evaluar -

los efectos de edad y raza intentando relacionar concentraciones de prote!_ 

nas del suero a un estado de enfermedad particular o respuesta sero16gica. 
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a) Pruebas rutinarias de diagnóstico serológico. 

Aglutinación en Placa: Es una prueba de sc.roaglutinación rápida, -

sencilla, pero no identifica ciertos anticuerpos aglutinantes. Cuando se 

aplica sola, los sueros sospechosos y positivos se deben someter a la pru.!: 

ba lenta en tubo, y otras pruebas complementarias. Es utilizada como pru.!:. 

ba preliminar, para conocer la prevalencia de la enfermedad. 

Es una prueba poco influída por ln presencia de anticuerpos incompl~ 

tos, fenómenos de pro zona, y hemól is is de los sueros. Pero es menos sen

sibles que la prueba de tubo y con tendencia a presentar aglutinaciones -

inespecíficas. Es una técnica útil en zonas libres de Brucelosis. La ma

yor desventaja radica en que siendo una prueba cuantitativa, se producen 

reacciones en ciertos niveles que dificultan la interpretación ( Alton 

et al, 1975 ). 

Aglutinación en Tubo: Es una prueba de seroaglutinación que permite 

identificar las imnunoglobulinas lgM e lgG 2, la cual puede ser útil como 

prueba diagnóstica básica y para corroborar los resultados de otras prue

bas serolOgicas. Sin embargo presenta el problema de que los sueros hemo

lizados no son adecuados, por la interferencia del fenal con la hemoglobi

na libre, que puede ocasionar "pseudoaglutinaciones". Al igual que la an

terior, es de carácter cuantitativo y surge. el problema de que algunos 

sueros caen en el nivel de "sosp°'echosos 11
• Ambas fueron las primeras prue

bas empleadas para diagnosticar Brucelosis. (Alton et al 1975). 

b) Pruebas complementarias. 

Aglutinación con 2-Mercaptoetanol: Es una prueba selectiva y cuanti

tativa que detecta solamente la presencia de IgG. Se fundamenta en que los 
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,1nticuerpos lgM se degradan en 5 unidades semejantes, por la reducción de 

los enlaces disulfuro, debido a la acción de ciertos compuestos que conti~ 

nen el radical tiol, tales como 2-Hcrcaptoetanol y la Cisteína. Las sub

unidades de IgM poseen constantes de sedimentación 7S y un peso molecular 

de 180,000, conservando sus características de antígenicidad, pero perdie.!!, 

do la actividad de anticuerpos plurivalente, comportandose como anticuerpo 

univalente que al combinarse con el antígeno, no origina complejos sufí- -

cientemente grandes como para precipitar o aglutinar. Estn prueba es 

útil para detectar portadores crónicos, ( Anderson et al, 1964 ) . 

Prueba de Rivanol: Cuando es agregado n un suero el Rivanol (2-etoxi 

-6,9 diaminolactato de acridina) precipita lns proteínas del mismo excepto 

las globulinas de la clase IgG. Por lo tanto 1 el uso de Rivanol sirve pa

ra separar las globulínas de migración rápida como las IgM en animales va

cunados, hay una marcada caída del título del suero t rntado con Rivanol; 

mientras que en animales infectados hay una ligera disminución se mantiene 

igual, o es más alto que en el suero no tratado. 

El Rivanol puede causar cierta precipitaciOn de las IgG, provocando 

una ligera disminución del título real del suero para esa inmunoglobulina. 

Es una de la técnica más recomendadas en la actualidad, por su elevada es

pecificidad y por ser de fácil realizaci6n e interpretaciOn ( Anderson, -

1964 ) • 

Prueba de Tarjeta: La prueba de tarjeta o del antígeno tamponado, 

llamada también la técnica del Rosa de Bengala, es una prueba de aglutina

ción macroscópica, rápida, que se efectúa con una sola dilución y es seleE_ 

tiva ya que. detecta solamente las globulinas IgG. 
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Es una prueba útil como método de vigilancia en zonas libres de in

fección, donde no se emplea vacunación. ( Rose y-- Roepke, 1957 ,1964; Lam

bert y Amerault, 1962; Morgan et al, 1969; Pilet et al, 1972 ). 

Las IgG se producen ligeramente despues de la aparición de las IgM, 

tanto en animales infectados como vacunados. f)l estos casos hay niveles 

adecuados de IgG para reaccionar con el antígeno tamponado, antes que los 

anticuerpos combinados IgM hayan alcanzado títulos diagnósticos en las 

pruebas convencionales. Se ha dr.mostrado que es poco sensible, originando 

reacciones falsas negativas hasta en un 10% de rrruestras. Se recomienda sU 

uso como prueba de rutina preliminar, complementnndose con otros métodos. 

Rose y Roepke, 1964; Allan et al, 1976 ). 

Prueba de Fijación de Complemento: Es una excelente prueba para el 

diagnóstico de Brucelosis; es un procedimiento sensible y específico para 

descubrir anticuerpos a Brucclla. 

El método con 50% de hcmólisis es el más exacto y ofrece excelentes 

resultados, pero requiere de mucho tiempo. Tanto la IgG¡ como las IgM bo

vinas, fijan el complemento de cobayos. Mediante esta prueba se ha demos

trado que la correlación entre la infección y la reacción positiva, es más 

estrecha y coincidente que en la aglutinación, y causa menos interferencia 

con anticuerpos heteroespecifícos. La Fijación de Complemento a menudo -

resulta positiva en infecciones crónicas, cuando ya la aglutinación tiende 

a desaparecer y revela títulos bajos o se ha hecho negativa. ( Alton et 

al, 1975 ). 

Prueba de Ouchterlony: Es una prueba de inmonodifusión en gel, tam

bién denominada de doble difusión. Consiste en depositar el antígeno y el 
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anticuerpo en pocillos cortados en un gel de agar, donde difundirán uno -

hacia el otro y precipitan, formando una línea opaca en la región donde -

se encuentran en proporciones óptimas. Es una prueba sencilla, sensible 

y de gran utilidad en el diagnóstico de Brucelosis, (Ouchterlony, 1973). 

e) Técnicas de reciente desarrollo. 

Prueba de ELISA - ELA: La prueba de ELISA es un ensayo de inmunoa.!!_ 

sorción ligado a enzimas. ELA son anticuerpos ligados a enzimas. Usual

mente se conjuga una enzima (peroxidasa) con el anticuervo dirigido con

tra el antígeno, este se fija n una superficie y se incuba con el suero 

problema, posteriormente se incuba con antiglo'bulina 1nnrcada con una enz,!. 

ma. 

La actividad enzimática se relaciona a la cantidad de anticuerpo fi

jado, y resulta en un cambio de color que se puede medir por colorimetría 

Lamb et al, 1979 ) , 

Prueba de HemOlisis Indirecta: La prueba hem6litica indirecta con

siste en que un antígeno soluble {lipopolisacárido) se fija a eritrocitos, 

de manera que cuando se añade complemento este lisará a los glóbulos rojos 

si hay anticuerpo específico contra el antígeno soluble ( Corbel y Day, 

1973; Plackett, et al, 1976 ) • 

Prueba de ln111Jnodifusión Radial con Antígeno Poli B: Es una prueba 

de innrunodifusión en gel, basada en el uso de un agar impregnado de antí

geno, en el cual se cortan dos o más pozos redondos de un diBmetro de 3 a 

4 mm, que nos permitirá la medición de anticuerpos. ( Mancini et al, 1965 

Becker, 1969; Vaesman, 1969; Heremans, 1971 ) • 
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El uso de las técnicas de inmunodifusión en gel, junto con antígenos 

solubles (polisacáridos) vienen a constituir una gran contribución en el 

diagnóstico sera lógico de Brucelosis, ya que son sencillas, rápidas, sen

sibles y específicas y además permiten diferenciar animales vacunados de 

infectados. Sin embargo Alton (1977), sugiere 3 métodos de evaluación de 

pruebas serológicas, en la Brucelosis bovina: 1. Comparar una nueva -

prueba con una ya establecida, utilizando un gran número de sueros sin co 

nacer el "estatus" de infección de los animales individuales. 2. Tratar 

de establecer bacteriologicamente el "estatus11 de infección de los animal es 

cuyos sueros están siendo probados, al muestrear el animal vivo o al cul

tivar tajidos colectados al momento de la necropsia. 3. Evaluar la efi

cacia de una campaña de prueba y sacrificio 1 con un cierto número de hatos 

utilizando la nueva prueba y comparando los resultados con una prueba ya 

establecida, en un número igual de hatos similares. 

Jones et al, (1980) sugieren que el tercer método debe ser la próxi

ma etapa en evaluar la prueba de inmunodifusión radial. 

d) Diagnóstico de inmunidad celular. 

En la respuesta inmune ocurren interacciones de células, e~ general 

estas células son linfocitos los que además de interactuar con otros lin

focitos lo hacen con macrófagos que han fijado antígenos ( Roitt, 19779 ) • 

Existen varias pruebas diagnósticas de inmunidad celular, tales como: 

Prueba de Inhibición de la Migración de Leucocitos (LIF) circulantes; cua_!! 

do ocurre el contacto entre un antígeno específico y su linfocito sensibi

lizado, provoca que este se active iniciandose una serie de cambios meta

bólicos. Como resultado de esta activación se producen y liberan linfa-
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cinns, responsables de varias actividades biológicas que se pueden detec

tar ir!~· 

Los linfocitos T son capaces de producir el factor de inhibición de 

la migración normal de célular m6viles como son macrófagos y leucocitos 

polimorfonucleares, de tal manera que la linfocina producida por el linfo

cito T evitará que los leucocitos continuen migrando, aculID.Jlando una po

blaci6n de leucocitos en el área ccrcann al linfocito T productor. 

El factor inhibitorio de los leucocitos (LIF) es IIIJY similar al fac

tor inhibitorio de los macrófogos (MU'), pero en realidad se trata de fac

tores diferentes, El LIF no inhibe la migración de monocitos o macrófagos 

mientras que el MIF inhibe macrófagos y monocitos pero no granulocitos. 

La producción y detección in vitre de este factor se acepta como una corr.!:_ 

!ación de hipersensibilidad retardada. Así que cuando un antígeno se pone 

en contactos con los linfocitos de un animal y estos sintetizan LIF, se -

acepta que el animal tuvo un contacto previo con el antígeno usado y que 

desarrolló una respuesta inmune celular. Este es un método in~. útil 

para evaluar la respuesta celular Rocklin, 19711; Clausen, 1976 ) • 

Determinación de linfocitos T y B; las células 'f entran en la circu

lación después de diferenciarse en el timo, como células, mientras que los 

linfocitos B se encargarán de la inmunidad humoral en la producción de an

ticuerpos. 

Las técnicas de deteccion de las células T y B han sido ampliamente 

utilizadas en diferentes especies animales, con aplicación diagnóstica -

clínica principalmente. La determinación del porc¡,ntaje de linfocitos T 

y B en la sangre, proporciona una valiosa información respecto al funcio

namiento del estado inmune del animal. 



38 

La formación de rosetas espontáneas parn linfocitos T que presenta 

al colocar linfocitos sanguíneos frente a eritrocitos de carnero, ocurre 

como resultado de la afinidad configurativa por parte de los linfocitos T 

hacia la estructura de los eritrocitos; mientras que los linfocitos B pre

sentan receptores para el fragmento C3b por lo que, si los eritrocitos de 

carnero cubiertos de anticuerpos específicos de la clase IgH y con C3b, se 

ponen en contacto con dichos linfocitos, son capaces de formar rosetas in

directas; como presentan cantidades apreciables de inrnunoglogulinas en la 

superficie de su membrana, pueden dar resultados positivos a la prueba de 

inmunofluorescencía, si utilizamos un conjugado de anti-inmunoglobulinas. 

La fluorescencia específica se hará visible, ya sea en forma de anillo al

rededor de la célula o como puntos sobre la superficie ( Fudenbcrg, 1980 ) 

Algunas bacterias como las brucelas son capaces de vivir y continuar 

su crecimiento en el citoplasma <le los macrófagos, después de haber sido 

fagocitadas. Los macrófagos, según su estado de maduración, varían en su 

capacidad para destruir esas bacterias después de haberlas ingerido. 

La inmunidad (específica y no específica) se puede transferir a un 

receptor normal con linfocitos, pero no con ílk'lcrófagos o suero de un ani

mal inmune, lo cual sugiere que la inmunidad específica es media.da por cé 

lulas T. Así, la especificidad est5 a nivel de la reacción inicial de la 

Célula T con su antígeno; mientras que inmunidad específica procede de la 

capacidad que adquieran los macZ.Ofagos 1 para destruir ·cualquier organismo 

que haya sido fagocitado. 

Prueba de Transformación Blástica: La proliferaci1in de células sen

sibles, después del contacto con el antígeno específico y su cambio de mo_!'. 

fología, ap~reciendo grandes células blasticas con núcleo pálido y cito-
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plasma bas6fílo ha sido utilizado como unn prueba in ~, para mc:dir hi-

persensibilidad celular. Según los estudios, existe correlaciOn con los 

resultados .!!!. vivo.· El grado de estimulaci6n se aprecia mediante el por

centaje de blastos presentes en el cultivo¡ tiene el inconveniente de que 

los linfocitos B también pueden ser transformados y además los linfocitos 

no sensibilizados pueden entrar en división ( Roitt, 1979 ) • 

Pruebas de Alergia: En algunos países se emplean esta.a pruebas para 

la detección de Brucelosis en ovinos, caprinos y cerdos. Las pruebas de 

alergia son útiles en poblaciones no vacunados, en encuestas epidemiológj._ 

cas en zonas de baja incidencia donde existe un bajo número de animales 

serológicamente positivos. 

Se han empleado varios procedimientos para inocular alergenos de br.H_ 

celas por vía íntradérmica o subcutánea; los alergenos de brucelns gene

ralmente son una mezcla de proteínas y pol isacárídos o lipopolísacáridos 

antigenicos, los cuales en su composición desde células enteras hasta ex-

tractos ( Alton et al, 1975 ) • 

VIII) Características del Antígeno Polisacárido B. 

El polisacárido (Poli B) se encuentra presente en la superfi-

cie celular de cepas de brucelas lisas, pero solamente en el citoplasma de 

cepas rugosas de .!!!.· melitensis (BIIS) según las investigaciones realiza

das por Díaz et al, (1978) con experimentos de absorción de cepas de~

~ !!2.2.• (rugosas y lisas) y extractos sonicados de las mismas c~lulas. 

Dichos resultados fueron confirmados por Moreno et al, (1979), cuan

do las fracciones solubles del citoplasma y de la membrana celular fueron 

extraídas con ácido tricloroacético. El Poli B pudo ser aislado solamente 

de la fracción citoplñsmica. 
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En general las diferentes investigaciones que han analizado química

mente al Poli B, revelan diferentes concentraciones en sus componentes qu_!_ 

micos, lo cual puede estar relacionado con la pureza del antígeno o bien 

por el método de análisis utilizado para determinar su concentración. 

Sin embargo, las preparaciones de Poli B usualmente contienen: pro

teínas, 2 keto 3 - deoxioctonato (KDO) y heptosas. 

Pero los resultados de análisis recientes y más definidos reVelaron 

que el Poli B contenía: 83% de carbohidratos, 5% de ácidos nucleicos, 5% 

de proteínas y no contenía heptosas, KDO, ni lípidos, como previamente ha

bía sido determinado (Moreno et al, 1979,1931; Carroll, 1980 ). 

Las investigaciones químicas realizadas por Lacave y Asselineau 

(1969), muestran los resultados de un importante estudio comparativo entre 

una fracción polisacárido (PS) y una fracci6n lipopolisacarido (LPS) ais

ladas de Br. melitensis, y concluyeron que en ambos caGos había presencia 

de ácidos nucléicos, los cuales fueron eliminados por precipitación en al

cohol. Este tratamiento también retisO un polisacárido 5cido que contenía 

principalmente ácido gnlactosaminurOnico, el cual pudiera ser el antígeno 

Vi. 

La principal diferencia entre el LPS y PS es la presencia <je peque

ñas cantidades de lípido A (!%) en el LPS. El lípido A, ya se ha aislado 

de entcrobacterias o brucelas, contenía glucosamina y 5.cidos grasos, pero 

el ácido Beta hidroximirístico no pudo ser detectado. 

El comportamiento de fracciones de LPS y PS sobre colu11U1as de DEAE

celulosa es muy similar y las pequeñas diferencias observadas pueden ser 

explicadas por cambios debidos a la solubilidad del lípido presente en el 

LPS. 
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Ambas fracciones (LPS y PS) contienen ácido 2 keto-3hidroxi-octulo-

sónico, una mezcla de D y L-glicero-Dmanoheptosas, una gran cantidad de -

glucosa, galactosa, 3, 6-dideoxihexosa (colitosa o ahequosa) y un azúcar -

metilada comportandose como un derivado metilado de dideoxihexosas. Pequ~ 

ñas cantidades de ramnosa en PS y <le arabinosa en LPS pueden ser dcbidafi 

a contaminantes. 

Nediante estudios de Díaz et al (1968) y D'í.az y Levicux (1972) demo!!_ 

traron que el complejo LPS es el mayor con1ponente antigénico involucrado 

en las pruebas scroléigicas, utilizadas de rutina para diagnóstico de la -

brucelosis, asi mismo que el LPS tiene la espcc.1ficidad de superficie de 

las especies lisas de brucela. Por otro lado, el Ps evidentemente no ju_!:. 

ga ningún papel en las pruebas de aglutinación porque los anticuerpos con

tra el PS presentes en animales infectados no interfieren con los títulos 

de aglutininas al ser removidos por absorción. 

IX) Mecanismos de inmunidad y_ prevención. 

En esta enfermedad, los fenómenos de inmunidad celular poseen -

una extraordinaria importancia. Las bruce.las presentan mayor superviven

cia en células mononucleares procedentes de animales no inmunes que en e!_ 

lulas procedentes de animales irununizados de forma activa ( Kaneene. et al 

1979 ) . 

Ha sido observado que este cambio a nivel celular, coincide con ,1ª 
aparición de una hipersensibilidad retardada. Estos fenómenos de inmuni

dad celular son relativamente inespecífico y afectan también a bacterias 

intracelulares heterólogas. 

En la Brucelosis juegan un papel importante tres sistemas de defensa, 

los cuales actúan coordinadamente, interactuando entre ellos a fin .de com-
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batir la infección. Tales sistemas son: l. Sistema inespecífico no indu-

cido, quiere decir que son independientes de previo contacto con el antí-

1-1 
geno. También es denominado resistencia y comprende barreras anatomofisi~ 

lógicas, bioquímicas, y celulares. 2. Inmunidad humoral la cual es demoE_ 

trable por los elevados títulos de anticuerpos producidos, representados 

por inmunoglobulinas lgG e IgH. 3. Inmunidad célular, la cual está centr~ 

da en la actividad de los linfocitos T y los macrófagos ( Tizar<l, 1979 ) , 

Desde hace muchos años, se han hecho intentos a fin de desarrollar 

una vacuna que sea segura y suficientemente inmunogénica para el control 

de la enfermedad natural. Los estudios continuaron hasta cncont.rar cepas 

no virulentas y dos cepas fueron estudiadas minuciosamente. La primera -

conocida como cepa 19 de-ª.!:.· ahortus, la cual fué originalmente aislada de 

leche y mostró ser: lisa, no virulenta, pero muy inmun6gcna. 

La cepa 19 es ahora usada extensivamente como vacuna viva. y tiene la 

ventaja de que cuando es inoculada a terneras de 3 a 4 meses de edad,esti-

mula el desarrollo de alta inmunidad y una transitoria producción de aglu-

tininas, que desaparecen hacia la madurez sexual de la ternera. 

La segunda vacuna recibió una amplia atención, fué preparada de una 

cepara avirulenta conocida como 45/20. Esta cepa es rugosa y t€;nÍ<l la ve!!_ 

taja de que no estimulaba la producción de aglutininas contra antígenos de 

cepas lisas de Br. abortus, asi que no interfería con la detección seroló-

gica de la infección natural. Pero desgraciadamente se descubrió que la 

cepa no era estable, y que podía dar origen a mutantes lisas y virulentas. 

Por eso, ha sido desarrollada una vacuna muerta 45/20 con adyuvante utili-

zada para el control de la enfermedad. 

Despues de la vacunación con 45/20 la prueba de Tarjeta da resulta-
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dos negativos más temprano que la Fijación de Complemento en un animal no 

infectado. El .título de la prueba de aglutinación en tubo no se elevará 

significativamente y pronto es negativo ( Buxton y Frasscr, 1977 ) • 

a) Importa ne in de la Vacunación con Dosis Reducida de Br. ~ 
cepa 19 en bovinos adultos. 

El control de lns enfermedades debe realizarse con dos objetivos fu!!_ 

damentales: obtener mayor 'eficiencia en la producción de alimentos de ori-

gen animal y prevenir la.s cnf ermedades transmisibles al hombre. Los méto-

dos de control se basan por lo general en la aplicación de vacunas, elimi-

naciOn de animales infectados, y medidas orientndas a reducir los riesgos 

de infección. 

En la actualidad los métodos de inmunización recomendados con mayor 

frecuencia son: la vacuna de cepa 19 y la bacterina 45/20 de.!!!.• ~· 

cada una con una serie de ventajas y desventajas. Así mismo, en cuanta a 

vacunar animales adultos y becerras, también existen ventajas y desventa-

jaa. 

En la vacunación de adultos, la inmunidad en el hato es rápida, rcli!, 

tivamente económica y fácil, pero existen más problem.:ts de diagnóstico -

pos-vacunal. Mientras que la vacunación de becerras trae consigo inmuní-

dad lenta del hato pero es relativamente costosa, puede ser complicada y 

tiene un mínimo de problemas en el diagnóstico vacunal. 

De tal manera. que tomando en cuenta que existen diferentes ventajas 

con respecto a la vacunación de todo el hato en un mismo día, se hace ne-

cesario una conciente elección del producto y método a emplear. Sin em-

bat'go es evidente que en hatos con numerosos animales, donde la prevalen-

cía de infec.cíón es alta, sería recomendable vacunar adultos, previa iden-
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tificación de reactores ( Nicolctti, 1976 ) . 

El éxito para eliminar la Brucclosis, está inversamente relacionada 

con el número de animales del hato, ya que el porcentaje de infectados -

tiende a incrementarse, por lo que medidas tendientes a contrarrestar es

te problema pueden considerarse de significativa importancia. Berman et 

al (1960), han concluído que los hatos grandes de ganado lechero presentan 

con frecuencia serios problemas para establecer con éxito programas para 

el control de brucelosis. 

En 197 5 se iniciaron estudios en Florida para determinar si vacunan

do bovinos adultos con cepa 19 de Br. ~y evaluando diferentes vías 

de aplicación y diferentes dosis, resultaban útiles para eliminar la Bru

celosis en hatos seleccionados ( Nicoletti, 1976 ) e Los efectos de la va

cunación fueron evaluados por cinco métodos sera lógicos, además se hicie

ron estudios bacteriológicos. Las observaciones estaban dirigidas a esta

blecer si había persistencia de cepa 19, posibles pérdidas en la produc

ción de leche, así como problemas abortivos. 

Los resultados revelaron una gran reducción en los porcentajes de 

infección en los hatos, independientemente de la dosis vacunal o vía de V!!, 

cunación empleada. Sin embargo con la inoculación conjuntival, ,se observó 

menor reacción post vacunal y la prueba de Fijación de Complemento fué me

nos sensible. Por otro lado se observó que en menos del 1% de los anima

les vacunados se presentaron ah.ortos o infecciones persistentes en ubre, 

a consecuencia de la vacunación. /\si mismo se observó que los problemas 

de interferencia en el diagnóstico serológico, causados por la vacunación 

en adultos con cepa 19, disminuyeron mediante el uso de la dosis reducida 

y pruebas serológicas suplementarias. 
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La vacunación en el ganado adulto resultó ser un método aceptable 

desde el punto de vista económico, eficiente, y práctico, para desarrollar 

la inmunidad de los hatos, con una gran reducción de pérdid.is causadas por 

la Brucelosis ( Nicoletti, 1976 ) • Estas investigaciones revelaron que 

no es recomendable vacunar al final de la lactación ya c¡uc hay menos pro

tección y esta es menos efectiva. 

Las investigaciones posteriores trataron de evaluar más produndar.ien

te la experiencia anterior. Así Plommet y Fensterbank (1976) realizaron 

estudios de vacunación con dosis reducida de cepa 19 Br. ~ adminis

trada por vía conjuntiva!, y los resultados revelaron que es confiable, -

cuando es aplicada a bovinos adultos pero que deben hacerse evaluaciones 

bajo condiciones de campo. 

Los estudios de Nicoletti et al (1978a y 1973b), comparando las vías 

subcutánea y conjuntiva! con dosis estandar y reducida ademiís probando los 

bovinos por serología y bacteriología, confirmaron los estudios de Plommet 

y Fensterbank (1976). 

Las investigaciones recientes sugieren que los hatos vacunados cort 

cepa 19 con dosis reducida, han logrado disminuir en un significativo por

centaje el número de vacas infectadas, en comparación con métodos de prue

bas prevncunales y sacrificio de reactores. La cepa 19 se aisló de secre

ciones en menos del 1% de vacas vacunadas durante la primera prueba despues 

de la vacunación, y más tarde fodas resultaron negatiyas, tanto en serolo

gía com en bacteriología. Así mismo, la prueba de la tarjeta resultó su

mamente sensible, para emplearse como método único en la identificación de 

reactores. Mientras que la prueba de Fijación de Complemente es menos se!.!. 

sible ( Nicoletti, 1981 ) , por lo que se recomienda cotno método de prueba 



en animales vacunados en edad adulta con dosis reducida. 

La vacunación practicamente elimina la enfermedad clínica y reduce 

la exposición a la infección de los bovinos susceptibles, encontrandose 

una reducción de la infección en el 80% del hato, 6 meses postvacunación 

( McDiarmid, 1951+, 1957; Berman et al, 1960 ). Estas consideraciones con

firman la conclusii5n de Manthei (1952), de que la administracii5n de cepa 

19 no altera el curso de la. enfermedad en bovinos en etapa de incubación. 
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OBJE'rIVOS 

Esta tesis se realizó con el fin de alcanz3:r dos objetivos principa

les, cada uno de ellos con diferentes metas: 

1. Comparar pruebas usadas ritinariamentc en el diagnóstico de Bru

celosis con la técnica de inmunodifusión radial (IDR), empleando el antí

geno "polisacárido B11 y sueros de bovinos vacunados con dosis reducida de 

!!:· abortus cepa 19. Para llegar a este objetivo, fué necesario primero 

cubrir las siguientes metas: 

a) Extracción de antígeno polisacárido B (Poli B), a pa!_ 

tir de una cepa rugosa de .!!E.· mclitensis. 

b) Determinar la concentraci6n del Poli B. 

c) Titulaci6n del antígeno Poli B. 

d) Implementación de las técnicas de IDR, Ouchtcrlony, 

aglutinación en tarjeta, aglutinación en tubo, prueba 

de Mercaptoetanol, aglutinación con Rivanol y Fijación 

de Complemento. 

e) Estudiar el comportamiento de las diferentes pruebas, 

con sueros colectados de anitnales infectados en forma na

tural con Br. ~y sueros colectados a diferentes 

períodos posteriores a la vacunación con dosis reducida 

de vacuan cepa 19. 

2. Obtener informac.ión epizootiológica sobre la infección de chigui

res de Venezuela con diferentes especies y biotipos de microorganismos del 

género Brucella. Las tneta:3 consideradas para el logro de este objetivo 

son las siguientes: 
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a) Aislar e identificar cepas de Brucclla, a partir de 

muestras de tejidos de chiguires, colectadas en Venezuela 

b) Obtener la biotipificación de las cepas aisladas. 

e) Determinar se los biotipos ,aislados en chigüircs son 

equivalentes a los aislados en bovinos de los Llanos de 

Apure, Venezuela. 

d) Determinar el posible papel del chiguire corno reservo

rio de Brucella relacionando las tasas de anticuerpos e 

infección con la edad de estos animales. 
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Para poder alcanzar los objetivos fijados para esta tesis, fué nece

sario realizar dos proyectos diferentes, los cuales se describen a conti

nuación en forma independiente: 

Proyecto Nº 1. Esta investigación se enfocó al estudio de diferentes 

procedimientos para diagncisticar la Brucelosis en bovinos adultos, vacuna

dos con cepa 19. Los procedimientos empleados fueron los siguientes: 

a) Producción de Antígeno Polisacárido B (Poli B). 

Se utilizó una cepa de Br. melitensis (115)*, la cual consiste en 

un cultivo rugoso del microorganismo. Esta bacteria fué cultivada en fra~ 

cos de Roux, conteniendo medio sólido de Tripticasa Soya Agar, o en fer

mentadores automáticos con medio líquido, siguiendo las técnicas recomen

dadas por Alton et al (1975). A las 48 horas de incubación se procedió a 

la cosecha del crecimiento, utilizando una solución 0.15M de NaCL con esta 

las células cosechadas fueron lavadas en dos ocasiones, centrifugando a 

5,000 g durante 30 minutos cada vez. Despues de la segunda lavada se cen

trifugaron nuevamente y el paquete celular se pesó con el objeto de deter

minar la cantidad de agua deionizada que se debería agregar par~ obtener 

una suspensión adecuada. Se recomienda en la literatura resuspenderlas en 

5 veces su peso en el agua a 4'C (lg-lml). A continuación se agregó un 

volúmen igual de ácido Tricloroacético, 0.5 H y se mantuvo la suspensión 

a 4ºC bajo constante agitación magnética durante 18 horas. La suspensión 

fué nuevamente centrifugada durante 30 minutos a 5,000 g, mantcniendose a 

4ºC; el sedimento fué eliminado, mientras que el sobrenadante fué sometido 

* Proporcionada por la Dr. Loís M. Janes, de la Universidad de Wisconsin, 

U.S.A. 
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a nuevos procedimientos. El primer paso fué ajustar el pH a 6.5, usando 

para esto NnOH (primero al lM y despues al O. lH). El siguiente paso fue 

agregar volúmenes de etanol al. 95% (frío) con el fin de propiciar un -

proceso de precipitación; la mezcla se dejó reposar durante la noche a -

4ºC. Posteriormente se centrifugó a 5,000 g durante 10 minutos, lo que 

permitió formar un paquete con el precipitado de aspecto blanquecino. El 

sobrenadante se eliminó, mientras que el sedimento se resuspendió e~ pro

porción 1 :10 del volúmen original utilizando agua deionizada; el pll se -

ajustó a 7.0 con NaOll al 0.111. 

El producto se sometió a un proceso de diálisis durante 5 días, en 

agua deionizada a 4ºC, cambiando cada 5 horas. 

Finalmente se procedió a un nuevo ciclo de centrifugación, esta vez 

a 10,000 g durante. 30 minutos, eliminandose el sedimento. El sobrena<lante 

fué considerado como antígeno Poli B. Esta técnica fué originalmente des

crita por Díaz et al (1979). 

b) Determinación de la Concentración de Antígeno Poli B. 

Para conocer la cantidad de polisacárido contenido en cada ml de 

solución del antígeno, se utilizó la técnica descrita por Dubois et al, -

(1956), la cual consistió en lo siguiente: 

Se usó ácido sulfúrico a 95. 5% con una densidad de l. 84; Fenol al 5% 

en agua destilada solución Glucosada (conteniendo 10,20,30,40,50,60 y 70 

microgramos de Glucosa) y solución de Poli B. Se utilizaron una serie de 

tubos de ensayo con un diámetro entre 16 y 20 nnn, pipetas volumétricas de 

1 y 2 mi y matraces aforados de 5, 10, y 100 ml. 

En cada uno de lm; tubos se colocaron 2 ml de una solución de azúcar 
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y 1 ml de Fenal al 5%, luego se dejó caer rápidamente 5 ml de ácido sulfú-

rico. 

En los tubos problema se colocaron 2 ml de Poli B, 1 ml de Fenal al 

5% y 5 ml de ácido sulfúrico. Los tubos controles (blanco) contenían agua 

destilada. Se dejaron en reposo 10 minutos; despucs se mantuvieron en a&!, 

tnción en baño maría a 25-30°C durante 15 minutos. La lectura se hizo en 

el espectrofotómetro de Beckman a 490 mm de absorbancia. 

Las cantidades de azúcar del polisacárido se determinaron por refe-

rencia a una curva estandar de glucosa. 

Este antígeno fué utilizado en las pruebas de IDR y Ouchterlony (en 

gel de agar al O .8%) para identificar la presencia de anticuerpos contra 

Brucelln en sueros de bovinos. Previamente se le determinó al Poli B la 

concentración y fu'é evaluado a diferentes diluciones con amortiguador de 

pH 8. 6, contra sueros cstandard. Posteriormente se sometió a pruebas de 

inmunoelectroforesis y contrainmunoelectroforcsis. 

c) Sueros de Bovinos 

Se examinaron 1,369 sueros* de animales correspondientes a 198 bovi-

nos Holstein, colectados como parte de un estudio previo de vacunación en 

bovinos con dosis reducida de cepa 19 ( Flores Castro et al, 1979 ) , 

Cuarenta y nueve sueros eran procedentes de animales infectados en 

forma natural con .!!!_.~, en los cuales se había demostrado previa-

mente la presencia del microorganismo. El resto de los sueros fueron co-

lectados de 149 vacas vacunadas siendo adultas, con una dosis reducida de 

3 x 109 de la cepa 19 aplicada por vía subcutánea; cada animal fue sangra-

* Proporcionados por el Departamento de Bacteriología del ,Instituto Nacio

nal de Investigaciones Pecuarias, México. 
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do antes de la vacunación y posteriormente a los 5, ZO y 42 días, asi como 

a loa 2 13,4,5,6 y 7 meses siguientes a la aplicación de la vacuna. 

Es importante señalar que en el estudio original de Flores Castro 

et al (1979), se encontró que 15 de las 149 hembras vacunadas abortaron, 

entre los 2-3 meses siguientes a la vacunación, mientr.ls que en un lote 

de 49 vacas ne· vacunadas que se incluyeron en el estudio, habían abortado 

20, lograndose el aislamiento de .!!!.· ~ en 2 fetos de estos animales 

Todos los sueros se sometieron a pruebas innrunológicas, para demostrar la 

presencia de anticuerpos contra .!!.!.· ~· 

d) Pruebas Serológicas 

Las técnicas serológicas incluídas en el experimento fueron: Prueba 

de Tarjeta con antígeno acidificado, tamponado. Prueba de Aglutinación 

en Tubo, prueba de Aglutinación en Tubo con Mercaptoetanol, prueba de Agl!!_ 

tinaciOn con Rivanol, prueba de Fijación de Complemento* y las pruebas de 

lnmunodifusíón en Gel (IDR y Ouchterlony). Los procedimientos utilizados 

"en cada prueba son los descritos por Alton et al (1975,1977 y 1978); Nico-

letti (1978a y 1978b); Díaz et al (1979) Jones et al, (1980). 

* Mediante la prueba de Fijación de Complemento fueron probadas las san

gre correspondientes al 5° 6° y 7° mes post-vacunación y solo 11 de las 

49 infectadas en forma natural por no tener suficiente suero para la 

prueba. 
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Proyecto Nº 2. 

Este estudio se realiz6 con el fin de obtener información epizootio-

16gica sobre la infección por brucclosis en Chiguires de Venezuela. 

a) Animales. 

Se estudiaron 201 chigüires, 101 mnchos y 100 hembras, los cuales 

fueron muestreados en 3 hatos: el primero (Hato El Frío) con una extensión 

de 78,000 hect5rcas 1 con una población bovina de 36,000 y una población e.! 

timada de chigüires de 40,000. Lns muestras fueron tomadas en dos difere.!!. 

tes sitios, suficientemente separados (10 Kms) para ser considerados apar

te, uno llamado El frío Norte y el otro J::l Frío Sur. El segundo hato -

(Centro de Recría) perteneciente al Ministerio de Agricultura y Cría (MAC), 

con una extensión de 6,000 hcct5.rcas, una población bovina de 3,600 y un 

estimado de 3,000 chigtiircs. El tercer hato (Turagua) ,en realidad dos ha

tos bajo una misma administración, con una extensión de 65,600 hectáreas 1 

una población bovina de 22,000 y un estimado de 15,000 chigüires. Estos 

dos hatos fueron considerados separadamente (7 Kms entr·3 uno y otro) y 111!_ 

mados Turagua Este y Turagua Oeste. 

b) Colección de Muestras. 

En este estudio se aprovechó la cosecha anual de los chigüires por 

los ,rancheros (para el consumo de la carne y la venta de las pieles). Ti

pícamente los anímales son reunidos por hombres a caballo, y llevados a un 

determinado sitio en el hato, donde son sacrificados por contusión craneal 

por otro grupo de rancheros. 

Las mues tras. de sangre se obtuvieron al hacer un corte en la vena 
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yugular, colectandose dos tubos de ensayo, cada uno con 15 ml de sangre. 

Los tejidos tomados para intentos de aislamiento (de llrucella) fueron ba

zo ganglios mesentéricos y retrofaríngeos (conservados en bolsas de plás

tico). 

Las muestras de sangre y tejidos fueron llevadas a un laboratorio de 

campo, donde se centrifugó la sangre a fin de obtener el suero. Todo fué 

mantenido en refrigeración y luego transportadas en una cava con hiélo co

mún hasta el laboratorio ( Laboratori~ de Brucelosis del Instituto de In

vestigaciones Veterinarias, Haracay, Venezuela ) donde fueron procesados 

por serología y bacteriología. 

e) Pruebas Serológicas. 

Al igual que en el Proyecto Nº l, los sueros de lOs chiguires - -

fueron sometidos a las mismas pruebas serológicas antes descritas, excepto 

fijación de complemento, ya qua se ha demostrado mediante estudios seroló

gicos en esta especie animal (realizados por Bello et al 1976) que los su!:_ 

. ros siempre resUltaron unticomplementarios. 

d) Exámenes Bacteriológicos. 

Las porciones de bazo y ganglios linfáticos (mesentéricos y retr~ 

faríngeos) de cada chigüire fueron procesados de la siguiente forma: se -

lavaron en solución al 0.65% de NaCl, se cubrieron con alcohol al 95% y se 

flamearon. Se colocó una espátula caliente en la tTDJ.es.tra de bazo, se tomó 

un trozo de un cm3 aproximadamente y se sembró deslizandolo sobre la supe.!_ 

ficie de medios de cultivos sólidos, adicionados con 5% de suero fetal bo

vino (GlBCO) en placas de Petri. Los medios utilizados fueron Tripticasa 

Soya Agar, Albimi, y Kuzdns Morse; los ganglios se maceraron y homogenei

zaron en un homogenizador Ten Broeck, con solución al 0.657. de NaCl pH 6.8 
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se sembraron con asa de platino en los mismos medios de cultivos. 

i) Cultivo de las muestras. 

Las muestras fueron incubadas a 37ºC con una atmósfera de COz al 

10% durante 9 días, con revisiones a partir de las 48 horas de sembradas. 

ii) Identificación de los Aislamientos. 

La morfología de las colonias fué observada en el microscopio 

estereoscópico según el método de Henry (1933). Se consideraron como po

sibles brucelas todas las colonias observadas que eran translúcidos, re

dondas, de bordes lisos, convexas y con un diámetro aproximado de 2-2.5 mm 

ligeramente opacas y de un color gris azulado. Muy pequeñas dependiendo 

de la población de brucelas, y/o contaminantes en la placa, observandose 

variaciones de color de acuerdo al tamaño. 

Las características morfológicas fueron observadas en cada uno de 

los medios utilizados. 

Se prepararon frotis sobre portaobjetos y se tiñeron mediante la ti.!!. 

cían de Gram (1884) y Koster modificado (Christofferson y Ottensen, 1941). 

Se registraron como posibles brucelas, aquellas colonias que con la 

tinciOn de Grnm permitieron observar cocobacilos muy pequeños, de color -

rosado Gram negativos. Mientras que, con la tinción de Koster cuando se 

observaron cocobacilos de color naranja, sobre un fondo azul. 

iii) Selección de Colonias. 

Varias colonias representativas con características coloniales . 

de Brucella, se sembraron en tubos de ensayo con agar inclinado (agar papa 

y Tripticasa Soya Agar) y en placas de Petri (Tripticasa Soya Agar). Los 
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tubos se incubaron a 37ºC con y sin COz; con y sin suero. 

Las placas se sembraron por agotamiento para observar áreas densas 

de colonias y colonias bien aisladas, las cuales se observaron en el mi

croscopio estereoscópico. 

Prueba de Acriflavina: Se utilizó una solución de 1 :1000 de Acrifl~ 

vina, se colocó una gota en un portaobjeto, se tomó con asa de platino una 

muestra del cultivo en estudio y se emulsionó a fin de observar en el mi

croscopio estereoscOpíco si se producía o no aglutinación. 

Prueba de Inundación en Cristal Violeta: Para ello se. utilizó una 

soluci6n madre de Cristal Violeta, la cual se preparó disolviendo 2 g de 

Cristal Violeta en 20 ml de alcohol al 95% y 0,8 g de oxalato amónico en 

80 m1 de agua destilada; a partir de estn solución, se preparó una solu

ción 1 :40 en agua destilada¡ se tomaron ml de esta solución para cubrir 

una placa de Petri durante 30 segundos. Se eliminó el sobrenadante con el 

fin de observar si las ca lanías aisladas habían tomado o no el colorante 

.y para determinar si eran colonias lisas o disociadas. 

iv) Prueba de Motilidad. 

Se utilizó un medio de cultivo semisOlido, se sembró p?r puncj.6n 

con aguja de platino y se incubó a 37ºC durante 72 horas a fin de observar 

si había o no crecimiento bacteriano. 

v) Pruebas Bioquímicas. 

Prueba de la Catalasa: Mediante el uso de las técnicas de rutina 

{agua oxigenada al 30%), se coloc6 una gota en un portaobjetos y con un 

asa de platino se tomó una pequeña cantidad del cultivo en estudio para -

asi mezclar y observar la formaci6n o no de burbujas y detectar la presen:. 
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cía de la enzima catalasa al producirse el oxígeno libre. 

Prueba rle la Ox.idasa: Se utilizó el método indirecto de Kovacs, -

(1956) colocando una gota de reactivo sobre un papel de filtro Watman Uº l 

con asa de platino (autentica) se tomó una parte de la colonia en estudio 

y se extendió sobre la mancha húmeda del reactivo para determinar la pre

sencia de enzimas oxidasas por la presencia de un color rosado al produ

cirse una semi-quinona. 

Prueba de la Urensa: Se utilizaron 2 técnicas, Stuart (1945) y 

Christensen (1946) para determinar si los organismos aislados tenían o no 

la capacidad de hidrolizar la úrea, formando amoníaco por acción de la en 
zima ureasa, lo cual se hace evidente en caso de poaitividad por la pro

ducción de un color rosa-violú.ceo. 

Prueba de Producción de Acido Sulfídrico (H2Sl: Se utilizó la pruE_ 

ba de la tira de papel de filtro con acetato de plomo (Laboratorio Merck) 

en un tubo de ensayo con·medio de cultivo de Tripticasn soya agar inclina

.do; el cual previamente se scmbro con la cepa nislndn a fin de determinar 

si la bacteria en estudio liberaba HzS por acción enzimática sobre los am.!, 

ácidos que contienen azufre, lo cual se hace visible por una reacción de 

color negro sobre el papel de filtro. Este se cambio cada 24 hora, duran

te 5 días, si habia producción de H2S. 

Prueba de reducción de Nitratos: Para determinar la capacidad de -

los organismos aislados de reducir el nitrato a nitrito o eñ nitrOgeno 

libre, se utilizaron los reactivos A {Alfanaftilnminn al 0.5%) y B (ácido 

Sulfanílico al 0.8%) y el método de reducción de zinc. 

Prueba del Citrato: Se utilizó el medio de Citrato de Simmons en tu

bos de ensayo inclinados, para determinar si los organismos aislados te-
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nían o no la capacidad de utilizar el citrato como única fuente de carbo

no para su metabolismo, mediante la presencia o no de crecimiento por -

cambios de color en el medio de cultivo. 

Prueba de Sensibilidad a Diferentes Colorantes: 

Con el fin de biotipificar las 23 'cepas de Brucella aisladas se uti_ 

!izaron los siguientes colorantes y reactivos los cuales se adicionaron 

al medio de Tripticasa soya agar en la siguiente proporción: Fucsina bñs.!, 

ca al 0.1% haciendose ~diluciones; 1:25,000, 1:50,000 y 1:100,000; 'fion.!_ 

na al 0.1% realizando las mismas diluciones; Violeta de Metilo al 0.1% -

utilizando una dilución de 1:100,000; Safranina al 1% con una dilución de 

1: 5~ 000. Todos los colorantes se esterilizaron a lOOºC durante 1 hora. 

Eritritol lmg por ml de medio cultivo¡ Penicilina 5 Ul por m1 <le me

dio de cultivo; ambos esterilizados por filtración. 

Los medios de cultivos asi preparados, se repartieron en placas de 

Petri colocando 20 m1 en cada una de ellas. Se dejaron solidificar, se 

llevaron a estufa a 37°C durante 48 horas para control de esterilidad; Pº!! 

teriormente se sembraron las cepas en estudio y se incubaron a 37°C duran

te 72 horas con 10% de co2 , las cepas que así lo requieren. Las placas 

fueron sembradas con suspensiones bacterinas preparadas en solución al -

0.85% de cloruro de sodio estéril, manteniendo una densidad sensiblemente 

igual, tanto en las cepas en estudio como en las cepas de referencia 

(544-2 !!E_. abortus, 16M Br. melitensis y 1330 ~ suis). Se utilizo un 

asa d.e platino calibrada;. la placa de Petri fue dividida en 4 cuartos para 

sembrar en cada uno de ellos la cepa de referencia correspondiente y en el 

cuarto restante la cepa en estudio. Al observar el crecimiento bacteriano 

se hicieron comparaciones de la cepa en eatudio con respecto a las cepas 
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de referencia, en los diferentes colorantes y en las diferentes diluciones, 

con el fin de determinar la especie y biotipo de la cepa en estudio. 

vi) Prueba de Aglutinación con Sueros Monoespecíficos. 

Para determinar cual de los aglutinéigenos (A o M) predominaban 

en los cultivos aislados, se utilizaron sueros monoespecíficoa anti-A y/o 

anti-M. Se preparó una suspensión bacteriana densa (a partir de un culti

vo de 48 horas) en l ml de solución al 0.85% d.Q.. NaCl pl! 6.8, se calentó la 

suspensión a 65ºC en baño maría durante una hora. Los sueros se diluyeron 

de tal forma que los cultivos controles de las cepas de referencia (544-2 

y 16M) aglutinaron en un minuto con su suero homólogo y no se observaron 

aglutinaciones perceptibles con otros sueros en el mismo tiempo. 

En un portaobjeto se colocó una dilución del suero A o M y en cada 

una de ellas se agregó una gota de la suspensión bacteriana en estudio. se 

mezcló con el asa de platino a fin de observa si se producía o no agluti-

nación en un minuto. 

vii) Prueba de Sensibilidad al Fago Tb. 

Para las pruebas de lisotipia, se emplearon dos concentraciones 

del gago Tb*la dosis habitual de prueba (DIIP) y una suspensión de 104 x 

Dl!P. El material de prueba se cultivo en tubos de agar inclinados de Tri.E. 

ticasa soya agar, porteriormente se lavaron con 6 ml de solución al 0.85% 

de NaCl pH 6.8, estéril, para producir una suspensión que contenía aproxi

madamente 109 bacterias por ml. Utilizando un hisopo de nlgódon estéril 

impregnado en la suspensión bacteriana, se sembraron placas de agar Tript,! 

casa soya adicionado de 5% de suero. En una misma placa se sembraron dos 

cepas diferentes, incluyendo siempre la cepa testigo 544-2. 

* Proporcionado por el Dr. G. Brown del U.S.Dept. Ag. Ames lowa. 
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Utilizando una pipeta Pastcur estéril, previamente calibrado a 50 g~ 

tas por ml, se depositó una gota de la dilución del gago sobre los trazos 

sembrado de cada cultivo, evitando tocar el agar con la pipeta Pasteur. 

Las placas se dejaron en reposo durante 10 minutos hasta que las gotas del 

fago se secaron. Luego se incubaron a 37ºC durante 48 horas, observando

las a partir de 24 horas de incubación hasta las 48 horas. Los cultivos 

que requería COz se incubaron en una atmósfera al 10%. 

Esta prueba se realizó con el fin de determinar la norma lítica que 

siguen diversns especies de Brucclla, lo cual se hace evidente al observar 

lisis en el sitio donde se colocó la gota de fago. 

Las técnicas y procedimientos empleados en el punto d) son los descri_ 

tos por U.S. Dept. Ag. (1965) Alton et al, ( 1975) Cowan, (1979) Stanier 

et al (1979) MacFaddin (1980) • 

viií) Biotipíficación con Pn1ebas de Metabolismo Oxidativo: 

Para las pruebas metabólicas se utilizaron los siguientes sustrato: 

Grupo 1, se usó L-Alanina y L-ácido Glutámico, Grupo 11, se usaron los -

siguientes amonácios del ciclo de la Urea: D, L Ornitina y L-Lisina; Grupo 

111 se usaron los siguientes carbohidratos: L-Arabinosa, O-Galactosa, D

Ribosa y O-Glucosa ( Meyer y Margan, 1962 ) • 

a) Preparación y conservación de los sustratos. 

De cada uno de los sustratos se prepararon soluciones al 1%, mezcla~ 

do 500 mg del sustrato en 50 ml de solución de Sorensen amortiguada con -

fosfatos. Se ajustó a 7 .O el pH de cada solución de sustrato y se conser

varon a -20~C (Cameron y Meyer, 1953 y 1955; Meyer y Cameron 1959 ) , 
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b) Preparación y normalización de las suspensiones celulnres de 

~ 

l. Se sembró el cultivo en tubo de ensayo con agar TSA inclinado, 

se incubó a 37'C durante 48 horas con 10% de COz las cepas que así 

lo requerían. 

2. Se lavó el cultivo del tubo con 8 ml de solución estéril. al -

0.85% de NaCl. 

3. La suspensión bacteriana se sembró en frascos de Roux con agur 

Triptosa; se incubaron a 37ºC durante 48 horas. 

4. El cultivo del frasco de Roux, se cosechó con 25 m1 de solución 

estéril de ·Sorcnsen, con un pi! de 7 .O. 

5. Las células asi consechadas se sedimentaron mediante centrifuga-

cien a 5,000 g durante 20 minutos. 

6. Las células se suspendieron en 25 ml de solución de Sorensen y 

centrifugadas dos veces más. 

7. El paquete celular resultante se resuspendi6 en solución de So-

rensen ajustando la concentración hasta alcanzar una turbidez en la 

que una dilución 1 :40 corresponda a una suspensión normalizada de -

brucelas en reposo, según· describen Cameron y Meyer (1953 ,1955). La 

densidad se correlacionó con las medidas de turbidez, efectuadas en 

un espectroftóinetro, empleando una longitud de onda de 420 nm. Esta 

suspensión normalizada contiene aproxim;1dA.r.h-::nte 0.8 mg de nitcogé:no 

por ml. 
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· En este estudio, las determinaciones manométricas se realizaron me-

diante el uso del aparato Wnrburg. (Fig. 1), 

FIG. 

Apélrato de \útrburg 



63 

e) Calibración de matraces Warburg y manómetros. 

Es indispensable antes de iniciar cualquier experimento en el a

parato de Warburg calibrar los matraces y sus respectivos manómetros, a 

fin de establecer constantes para estandarizar el sistema (matraz Warburg, 

tapón del matraz y manómetro) y evitar errores durante el experimento -

(Clark, 1969). 

d) Evaluación de la constante (K) del matraz Warburg. 

La constante del matraz se determinó al hacer una evaluación de 

Ve el volúmen de la fase de gas, ya que los otros términos eran conocidos. 

El volúmen de la fase de gas es igual a la diferencia entre el volúmen del 

sistema (incluyendo el volúmen de la parte por encima de 150 mm en el bra

zo interior del mnometro) y el volúmen del fluído en el matraz (VI). Un 

método simple es encontrar n (es el cambio en nun del fluido en el brazo -

exterior) cuando una cantidad conocida de gas (x) es producido. Una vez 

conocidas 11 y x, tanto como T y Vx entonces se puede calcular Ve. 

En este experimento la oxidación de Hidrazina a través de Ferrocia

nuro de Potasio se utilizó para determinar VG y por ende K. 

Ya que esto es una convers_ión cuantitativa la cantidad de nitrógeno 

producida (x) en la presencia de un exceso de Hidrazina, se calculó a par

tir de la cantidad de Ferrocianuro que se agregó a la mezcla de reactivos. 

En esta oportunidad los matraces Warburg se calibraron determinando la pro

ducción de nitrógeno, según experimentos de Clark (1969). 
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Para la calibración del res pirómetro Warburg; se colocaron 2 ml de 

Ferrocianuro de Potasio (8.23 g/l) y 0.6 ml de agua destilada en el recep-

táculo principal del matraz, 0.5 ml de Hidrazina en el compartimiento lat~ 

ral; previa lubricación del tapón de cada compartimiento lateral, se cerró 

hermeticamente, se lubricaron los dispo~ítivos de acoplamiento del manóme-

tro y se acoplnron los matraces a sus respectivos manómetros. Se unió ca-

dn manómetro al aparato de Warburg para someter cadn matraz al baño maría 

a 37ºC. Se mantuvieron abiertas las llaves de los manómetros, se agitó d.!:!_ 

rante 10 minutos para establecer un equilibrio entre los matraceS y los m!!_ 

nómetros, manteniendo las ] laves abiertas se ajustó el líquido de Brodie 

(contenido en el brazo cerrado de cada manómetro) hasta el punto de refe-

rencia (150 mm). Se registró In lectura del extremo abierto de cnda manó-

metro y se cerró la llave <lel extremo cerrado. 

Para mezclar los reactivos del compartimiento lateral y receptáculo 

principal, se inclinó cuidadosamente cada manómetro. Se puso en marcha el 

aparato durante 5 minutos y se leyó cíl<la 5 minutos hasta que los registros 

se mantuvieron sin variación; en este momento se consideró que la produc-

ci'ón de nitrógeno era total. Utilizando todas las lecturas registradas a 

través de todo el experimento, se calculó VG y K según la fórmula estable-

cida: 

Va = ( ___ v_x_Pº~---
11 

Vx = 28 microlitros de N2 (volúmen teórico del gas en estudio) 

P 0 = 10,000 mm (presión estandar a 1 atmósfera del liquido de Brodie) 

Vl = 3 ,¡ ml ( vo!úmen contenido en el matraz Warburg) 
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°" = O. 0123 (constante de solubilidad del gas (N2) en el agua a 37'C) 

H = 18.5 mm (ejemplo del matraz Warburg nºl, significa la altura de 
la fase gaseosa desde el matraz hasta el punto de ref!! 
rencia en el manómetro (150 mn). 

T 310º (en grados Kelvin) 

T0 = 273° (en grados Fahrenheit) 

28 X 10,000 

18.5 

ve= 17.136 mm 

_ 3.1 X 0.0123) 310 
2'73 

La constan te K del sistema se determinó según la siguiente fÓrlID.lln: 

~ +Vl 17,136 X 273 + 0,037 
K T 310 

10,000 

K = 1.51 (para el matraz nº 1 cuando se calibró con N2). Así que -

18. 5 mm x K = 28 microlitros de N2, 

La constante K se calculó para cada sistema y siempre debe ser idén-

tica en los experimentos sucesivos durante el uso del respirómctro. Por 

ello el experimento se repitió varias veces hasta que obtuvieron valores 

constan tes. 

Fué importante mantener la temperatura a 37ºC, ya que las varíacio-

nes de la temperatura alteraron los registros y por ende los resultados. 

Por ello cuando la temperatura subió se restó este valor a la lectura re-

gistrada (porque de lo contrario se estaba registrando un aumento de pre-

sión, el cual no era debido al· experimento sino a variaciones de temperat~ 

ra). 

e) Determinación del consumo de oxígeno de cepas de Brucella 
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Para cada cultivo se utilizaron 10 matraces Warburg, uno parn cada 

uno de los 8 sustratos, uno para el control endógeno y uno para el control 

termobarométrico. 

cada matraz Warburg consta de tres compartimientos: el receptáculo 

principal donde se coloc6 1.4 ml de suero de Sorenscn, 1 m1 de suspensi6n 

celular normalizada. En el compartimiento lateral se puso O. 5 ml de solu

ción al 1% del sustrat~ respectivo; en el dep6sito central se colocó O.lml 

de solución de KOll al 20% y un papel filtro de 2 cm de diámetro, doblado 

en tres partes. Esto correponde a un matraz de prueba. 

En el matraz de control endógeno se colocaron 1. 9 m1 de suero de So

rensen, 1 m. de suspensión normalizada en el receptáculo principal¡ O. l ml 

de solución al 207. de KOll más el papel de filtro, en el depósito central. 

En el matraz de control termobarométrico se colocó en el receptáculo prin

cipal 3 m. de suero de Sorensen. 

Despues de establecer el equilibrio entre los matraces Wartburg y m!!_ 

nómetros (como fué descrito en calibración), se puso en marcha el aparato 

Warburg durante 20 minutos y luego se ajustó el líquido contenido en el -

brazo abierto del manómetro pasó a un nivel en que rebasara los 150 mm al 

repetirse el procedimiento, se registró el resultado se abrió la -llave del 

brazo cerrado y se reajustó el nivel del líquido al punto de referencia. 

Se cerró la llave, se efectuó dos veces ·más el procedimiento antes descri

to y se efectuaron 3 lecturas cada una a los 20 minutoS; el experimento dE., 

rO 60 minutos para cada cepa en estudio, registrando lecturas y reajustan

do según fué necesario. 

Las lecturas obtenidas fueron utilizados para obtener el valor Q02 

(N) de cada sustrato. 
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Determinación de los valores Q02 (N) de cada sustrato. 

1. Se calculó el total de registros manométricos observados durante 60 mi 
nutos. 

2. Según indicara el control barométrico se sumó o se restó la lectura. 

3. Se multiplicó el registro neto por la constante del matraz (Umbreit, 

et al, 1972) 

4. Se dividió entre 0.8 para compensar los 0.8 mg de nitrógeno por ml. 

5. Se restó la lectura del control endógeno. La cifra resultante se con-

sideró como el valor QOz (N) (microlitros de consumo de oxígeno por mg 

de nitrógeno durante 60 minutos). Se consideró que un sustrato había 

sido oxidado cuando el valor QOz (N) es igual o superior a 50 microli-

tros. ( Meyer y Cameron, l96la y l96lb ) , 

e) Determinación de la Edad de los chiguires. 

Para estimar la edad de los chiguires se utilizó la técnica del 

cristalino (Lord, 1959 y 1963). Se extrajeron los ojos enteros del ani-

.mal, utilizando. un bisturí, se colocaron en formol al 10% previa identifi

cación con el número del animal y se mantuvieron durante .. una semana en fo!. 

mol para su fijación. 

Posteriormente de los glóbulos oculares se extrajeron los cristalinos 

se colocaron en viales de vidrio, se llevaron a un horno a una temperatura 

de 80ºC, donde se mantuvieron durante 8 días. Se pesaron (balanza Metler) 

repetidamente (cada 2 días), hasta que los pesos se estabilizaron lo que 

indicó que ya no tenían humedad. 

La edad fue estimada por el peso del cristalino, con referencia a p~ 

sos de cristalinos de animales de edad conocida informado por Ojasti (1978) 
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RESULTADOS 

Proyecto Nº 1. 

a) Produce ion del antígeno Poli B: Se logro obtener 156 ml de nntí

geno Polisacárido B, a partir de la cepa rugosa BllS, de Br. melitensis. 

b) Concentración del Poli B: El antígeno extraído fué sometido a -

pruebas de colorimetría para determinar su concentración de azúcares; se 

encontró que esta era de 73-292 microgramos por ml de antígeno expresado 

en relación a un estandnr de glucosa. 

El antígeno se evaluó además mediante pruebas de inmunodifusi6n do

ble (Ouchterlony), inmunodifusíón radial, inmunoclectroforesis y contra

inmunoelectroforesis. 

Se hicieron varias diluciones de antígeno en amortiguador de glicina 

al O.l M, en pll de 8.6. Se encontré que a la dilución 1:1 (vol/vol), se 

producía una línea de precipitación nítida, al compararlas con un antisuc

ro conocido. Se demostró mediante las pruebas de inmunoelectroforesis y 

contrainnwnoelectroforesis que el antígeno tiene movilidad catódica (Fig. 

1, 2). 

e) Exámenes Seroli5gicos: Las pruebas de FijaciOn de Complemento, I~ 

munodifusi6n Doble, y la Inmunodifusión Radial, se practicaron solo en 11 

de los 49 animales infectados; examinando con estos métodos a todos los a

nimales vacunados. 

Los resultados referentes al comportamiento de las pruebas en animales 

infectados, se presenta en el Cuadro 2. Las pruebas de aglutinacion detec

taron reacciones positivas en los 49 anima.les probados, mientras que Fija

ción de Com¡ilemento, lnmunodifusión Doble e Inmunodifusión Radial, identi-
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FIG. 

Prueba de Ouchtcrlony 

Prueba de Ouchterlony 



CUADRO 

Resultados de los Exámenes Serológicon Practicados 

en Bovinos Holstein Infectados en forma natural 

con Br. abortus 

Técnica Empleada Número de Número de 
Animales Estudiados Reactores 

Prueba de Tarjeta 49 49 

Prueba de Aglutinación 49 49 
en Tubo 

Mercaptoetanol 49 49 

Rivanol 49 49 

Fijación de Complemento * 11 10 

Ouchtcrlony * 11 10 

Inmunodifusión Radial * 11 10 

70 

* Solo l l sueros de los 49 sueros correspondientes a animales infectados 

se probaron con estas pruebas por no tener suero suficiente. Por Fi

jación de Complemento un suero resuli.:ó anticomplentario, el mismo resu!_ 

to negativo en las pruebas de innrunodifusión en gel. 
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ficaron como reactores a 10 de los 11 sueros examinados. 

En el Cuadro 3 se presenta la información correspondiente al compor

tamiento de 149 bovinos, al ser examinados serológicamente después de la 

vacunación. 

Las diferentes pruebas de aglutinación alcanzaron el mnyor número de 

reactores en las muestras colect<ldas 20 días después de la vacunación; Pº! 

teriormente se redujo en forma gradual el número de sueros Pc;>Sitivos. La 

prueba de tarjeta presentó la mayor sensibilidad, de manera que 68 de los 

bovinos permanecieron positivos aún a los 7 meses siguientes. La prueba 

de aglutinación en tubo alcanzó a identificar hasta 140 animales reactores 

a los 20 días, mientras que a los 2 meses el número se redujo a 31 y fina!. 

mente permanecieron 22 anímales con títulos de 1: 100 o superiores aún des

pues de los 7 meses siguientes a la vacunación. Al utilizarse la técnica 

de 2-Mercaptoetanol se encontró un menor número dn reactores en todos los 

muestreos; en los sueros colectados 20 días postvacunnción se obtuvieron 

59 reactores. Este número fué reduciendose en forma gradual, hasta el 5° 

mes en que solamente se econtraron 12 reactores, los que persistieron pos!_ 

tivos en los siguientes muestreos. 

Los estudios realizados con la prueba de Rivanol solo se efectuaron 

en sueros colectados a los 20 y 42 días, así como a los 2 6, y 7 meses. 

Los sueros de 12 animales siguieron positivos a los 6 y 7 meses postvacun~ 

ción. Estos animales eran los mismos que reaccionaron positivos a Mercap

toetanol y se encontraban incluídos entre los que persistieron como react.e._ 

res a las pruebas de aglutinación en tarjeta y tubo. Siete de estos anima

les abortaron los 3 a 7 meses postvacunación. 

La prueba de Fijación de Complemento se practicó solamente en .los 
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muestreos del 5º, 6° y 7° mes. En los otros muestreos solo se selecciona

ron los sueros que habían resultado positivos a las pruebas de Difusión en 

Gel con un antígeno Poli B. Se encontraron sueros que perm.:J.necieron co

mo reactores hasta el final del estudio. 

En el caso de las pruebas de inmunodifusiún, se encontró que unica

mente 10 animales presentaron en sus sueros líncns de precipitación a lo 

largo del experimento; los 128 restantes resultaron negativos en todos los 

muestreos. 

En los Cuadros 3, 4, y 5 se presentan los resultados de los 1 O sueros 

positivos a IDR, en comparación con los resultados obtenidos con las otras 

pruebas. 

Todos coincidieron positivamente con la prueba de Ouchterlony, no -

asi con los otros procedimientos. En 7 muestras se encontró correlación 

positiva con la prueba de tubo y Mcrcnptoetanol, pero solo 4 de ellos fue

ron positivos también a Fijación de Complemento. Por su parte, la prueba 

.de Fijación de Complemento reaccionó positivamente con 7 sueros positivos 

a IDR. A pesar de que la prueba de Tarjeta es muy sensible, solamente 6 

de estos sueros presentaron reacciOn positiva. 

Los exfunenes bacteriológicos practicados en muestras de lei:he y a par 

tir de algunos productCJs de fetos de los animales vacunado, resultaron -

siempre negativos al aislamiento de Br. ~· Estos exámenes fueron -

parte de un estudio previo 1 no incluído en esta tesis. 

Proyecto Nº 2 

En el Cuadro 6 se presentan en forma resumida 1 los resultados de los 

estudios serológicos y bacteriológicos practicados en 201 chigüires captu-



CUADRO 3 

Resultados de loa Estudios Prnctícai.los con Sueros de 149 Animales 

Vacunac.los con 3 x 109 d.:? Ur. nbortus cepa 19 * 

Número de Re.actores Positivos en los Diferentes 

Muestreos Post-vncunación 

Técnicas Serológicns Utilizndas Dí ns Ue.sea 

zo 42 

Prncba da Tarjeta 39 149 IJJ 133 133 123 102 

i\glutinacíOn en Tubo 14 140 89 31 31 29 23 

Hcrcaptoctanol 59 36 28 15 15 12 

Prueba de Rivanol NP 58 34 23 NP NP NP 

Fijación de Complemen~o NP llP NP NP · NP NP 

ouchtcrlany 11 10 10 10 JO 10 10 

Inmunodifusión Radial 11 10 10 10 10 10 10 

* Todos loa animales eran aerológicamente negativos al momenco de la vacunación, 
NP= No se probaron por no ten~r suero l1'Jficicnte. 

91 68 

22 22 

12 12 

12 12 

10 10 

10 10 



CUADRO 4 

F.valunci6n de ln prueba de Inmunodifusión Radial y al Ant!geno Polisacárido 
(Poli B) de Bl 15 en aueros de bovinos vacunados con dosis reducida (3 x 109) 

de !!_. nbortus cepa 19 

Pruebns Serológicas 

Animal Nº !llR Ouchtcrlony Tubo HE PT de e 

16 + + + + + + 
47 + + 
13 + + + + 
74 + + + + 

lQ/¡ + + + + + + 

119 + + + + + 

121 + + AC 

151 + + + 

171 + + + 

177 + + + + + + 

189 + + + + + 
Total "' 11 p. 10 p • 10 p • 7 p • p • AC • 1 

N • 1 N • 1 N • 4 N • N • p • 7 
N • 3 

Total: 1 O animales positivas postvacunación. lDR: lnmunodifusión Radial .... 
llE: Mercoptoetanol. F de C: Fijación de Complemento. PT: Prueba de Tarjeta 

~ 

AC: Anticomplementario. P: Positivo N: Negativo. 



CUADRO 5 

Reactoras bovinos Vacunados en relación a 

pruebas serológicas 

Animales 
Pruebas Serologicas 

Positivos (%) Negativos 

Inmunodifusión Radial 10/149 6.71 139/ 149 

Ouchterlony 10/149 6. 71 139/149 

Tubo 7 /149 4.70 142/149 

. Mercaptoetanol 7 /149 4.70 142/149 

Fijación de Complemento 7 /149 4. 70 142/149 

Tarjeta 6/149 4.03 143/149 

75 

(%) 

93.29 

93.29 

95.30 

95.30 

95.30 

95.97 

El numerador se refiere al número de animales positivos o negativos 

mientras que el denominador corresponde al núméro de animales estu

diados. 



CUADRO 6 

Resultndos de loa Estudios Serol6gicoa y Bactndol6gicos Obtenido& on 201 

Chiguires Capturados en Apure, Venezuela 

Sitian 
-----------~!:!.~!~s.!1.!. ... ~- .. ----------------------- -----... ------~~S!~!!~!!:!S!! ... ~-----------

Muestreados Hachos (%) Hembras m Total (%) Machos (%) Hembras (%) Total (%) 

C:l Frío 
21/32 (66) 16/36 (44) 37/68 (54) 2/32 (6) 1/36 (3) 3/68 (4) 

!~urtu 

U Frio 

~;11 r 9/1 l (82) 13/26 (50) 22/36 (60) 3/11 (27) 5/26 (19) 8/37 (22) 

Mi\G ll /2l (52) 4/17 (24) 15/38 (110) 0/2l (O ) 0/17 (O) 0/38 (O) 

T11r,1¡;un 
l4/l8 (78) 7 /8 (88) 21 /26 (81) 4/18 (22) 1/8 (13) 5/26 (19) 

E:1r-l: 

'J'11r.:i~un 

ll1/l9 (711) 7 /13 (54) 21 /32 (66) 4/l9 (2l) 3/lJ (23) 7 /32 (22) 
Ol~Ute 

Tural 69/lOI (68) 47/100 (47) 116/201 (56) 13/101 ( 13) 10/100 (10) 23/201(11) 

* El numerador se refiere al número de animales positivos, mientras que ol denominador corresponde 
al número de animales entudiados. 
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radas en 5 sitios diferentes, pertenecientes a 3 explotaciones de ganado 

bovino en Apure, Venezuela. (Fig. 4). 

Se estudiaron 101 machos y 100 hembras. Scrológicamente se encontró 

que 69 machos (68%) reaccionaron positivamente a las diferentes pruebas e~ 

pleadas, mientras que en el caso de las hembras 47 de ellas fueron serol6-

gicamente positivas {diferencia significativa, x2 = 9.19). Esto hace un 

total de 116 (58%) animales reactores. 

En lo referente a los cultivos bacteriológicos el mismo cuadro seña

la que fué posible el aislamiento de cepas de Brucella a partir de 13 ma

chos y 10 hembras (!2.87 y !0% respectivamente) diferencia no significati-

va, x2 O. 90. Los aislamientos se lograron en animales capturados en 4 

de los 5 sitios muestreados, resultando negativos los chiguires del Centro 

de Recría del HAC, en los que se encontró solo un 40/. de seroreactores, lo 

que representa el porcentaje más bajo de todos los sitios estudiados. 

a) Características de los Aislamientos. 

Las 23 cepas bacterianas que se aislaron de los chiguires y se -

identificaron como Brucella fueron sometidos a numerosas pruebas, tendien

tes a evaluar: características coloniales, morfología bacteriana, propicd!!._ 

des bioquímicas, susceptibilidad a la presencia de colorantes, susceptibi

lidad al efecto de bacteriófagos, aglutinación cona sueros monoespecíficos 

y metabolismo oxidativo. Los resultados de estos exámenes se presentan en 

los cuadros 7, 8 y 9. 

En el Cuadro 7 se muestra en fama resumida las propiedades colonia

les, morfología bacteriana, características de tinci6n y el comportamiento 

ante algunas pruebas bioquímicas. (Fig. ~. f?). 
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FIGURA 4 

El chigüire (Hydrochoerus hydrochaeris) 



Cuadro 7 

Características Morfológicas, Tinto reales y Bioquímicas 

de las 23 Cepas Aisladas de Chigüires: Identificadas como 

Brucella 

Características Coloniales: a) Colonias pequeñas, translúcidas. 

b) Crecimiento lento. 

c) No aglutinadas por Acriflavina 1: 1,000. 

d) No se tiñeron con Cristal Violeta. 

Mor.f_o_log~a bacteriana:. Cocobacilos 

Tinción de Gram: Gram negativos (color rosa) 

Tinción de KOster: Bacterias naranja en fondo azul 

Prueba de motilidad: Negativa 

Prueba de Catalasa: Positiva 

P¡·ueba de Oxidasa: Posit.iva 

Reducción de Nitratos: Positiva 

Utilización de Citrato: Negativa 



Cuadro 8. so 

Características de las 23 cepas de Brucella aisladas de chigüire (Hydrochoerus hydrochaeris) 

"CI ..ci "' "' o "CI E-1 
el) u .... 

<d o .-i i:: ..... .-i o 
i:: .-i o .... ..... .... 00 

o < .... . ... .... .-i Producción , ... .e <d ... z < i:: .... .... .... <d "' u .... ..... 
N QJ H z "' QJ ... u .... o QJ "' o ::l z H ... E .... .... QJ i:: ... p.. ·i:: .-i ... u . "' o "' ..... .... i:: "' o de H

2
s QJ "' QJ <d 

CEPAS o H u t':l :;: ... QJ <d .-i ::l QJ "' RESULTADOS 
"CI QJ QJ ¡,... ::> "' "' "" .e o Ureas a "' o 

<d o ... ... '"" u i:: 
"CI :< QJ QJ ·O 

días en minutos o .,.. 
QJ QJ .... .... .,..¡ .... QJ en E 
p.. "' ::l ::l .-i "CI "' :i:: 

"' O" O" ~ ~ QJ "' "" "' o QJ QJ o o o ;:;:: '"" l :i:: 
:i:: ;>: ;>: "' o o "' o o o 00 H "' :< 

N "' ..... N U"l - "' - E ::> "'" .. .. .. .. .. .. . . . . lº 2º 3º 4º Sº 15' 30' 60' 120 A M - o ..... ..... - - - - ..... - - U"l -
3 Ch M si no 4 4 4 - - - - 2 4 4 4 s - - - - - + + + + + - - - ~in~u~s - - - -

30 Ch H si si - - - 2 3 3 4 3 1 4 2 4 s ++ ++ ++ ++ ++ - + + + - + + + ~:l.p~o~rtus 
- - -

46 Ch M no si 4 4 4 l 2 2 4 4 4 4 4 s - - + + - - - + + + + + + hp~b9rtus 

74 Ch M no si 4 4 4 1 1 - 2 4 1 4 4 4 s - - - - - - - + + + - - + n. suis 
- - - tipo 2 

75 Ch M si 4 4 4 2 1 - 4 3 4 s 1 + - - - - - + + + 1 
- - + ll. suis 

no - - - - - - tipo 3 
78 Ch H no si 4 4 4 2 - - 2 4 1 4 4 3 s - - - - - 1 - - - + + - - - ~ipgu~s 1 -
87 Ch M si no 4 4 4 - - - - 2 4 - 4 s - - - - - - - + + + - - - hngu2s - -
93 Ch H si no 4 4 4 - - - - 4 4 3 4 s - - - - - - - + + + - - + hn~u7s - - -

102 Ch H no si 4 4 4 - - 2 - 3 4 4 4 s - - + + - + + + + + - - ± hpgu2s 
- - - - - -

103 Ch H si no 4 4 4 - - 2 - 3 4 4 4 s - - - - - + + + + + - - + ll. SUl.S 
- - - - tino 2 

105 Ch H si no 4 4 4 - - - 2 2 4 3 4 s - - - - - + + + + + - - + ~ipgu2s - - - -
148 Ch M si no 4 4 4 - - - 2 2 4 3 4 s - - - - + + + + + - - + B. SU1S - - - - - tino 2 

149 Ch M si si - - - 4 4 4 2 3 4 3 4 s + + ++ ++ ++ - - + + - + + + B, abgrtus 
- - - ti E o 

- ' 
Medio base: Tripticasa soya agar + 5% de suero 100% de desarrollo 4 Chiguire : Ch Cabra : e 
Incubación: 37ºC 75% 3 

50% 2 
Suino : s Bovino : B 

Atmósfera: coz (10%) 25% 1 



Cuadro 8 - continuado 

Características de las 23 cepas de Brucella aisladas de chigüire (Hydrochoerus hydrochaeris) 

¡ 

-

"' o e ..... o < ..... ..... .... z < e .u 
N QJ ..... z "' QJ o ::> z ..... .... g .... u ·"' o "' ..... CEPAS o ..... u "' ,; -o QJ QJ E-< ¡;; "' "' o .... -~; "C >: QJ 

-~r 
..... .... 
::> ::> 

"" "" "' "' o o o 

"' "' "' o o "' o o o 
N "' .... "' "' - "' -.. .. .. .. - .... - .... .... - - -

' 157 ¡ Ch j H no si - - - 4 4 4 1 4 
~61 Ch\ M no si - 3 4 4 4 4 3 2 

o----y ~j ~h 1 M si si - - - 3 3 4 4 3 
171 : Ch M no si 4 4 4 - - - 2 3 

174 1 Ch M si no 3 3 4 4 4 4 4 3 

177 1 Ch_ H si no 2 3 4 4 4 4 - 4 ,__ --- -
'179 1 Ch M no no 4 4 4 - - - - 4 --
192 Ch M no no 2 3 3 - - - - 4 
198 Ch H si no - 2 3 1 2 3 4 4 

199 Ch H si si - - - 2 3 4 4 4 
16 M c no no - 4 4 3 4 4 4 4 - --
1330 s no nO· 4 4 4 - - - - 4 

544-2 B s.i si - - - 4 4 4 3 4 ----· 
Medio ba3e: Tripticasa soya agar + 5% de suero 

Incubación: 37ºC 

Atmósfera: co
2 

(10%) 

rn 
o 

"' u ..... e ..... 
o ..... ...... .u ,..; Producción , .... ..... ..... "' 1 "' u .... u ..... o QJ 
.u ..... QJ e 

1 

.... o. ..... e Ul o de H2S QJ "' .... QJ "' ,..; ::> QJ 

"' o.. .e o Ureasa. "' .. g C). 
o 

díae>. 
1 

o 
..... ..... . .... QJ en en Ir:.i.nutos 

g 
-o "' ~ ~ 

QJ " ::<: "- 1 

lºl J 1 ' ; 1 1 1 e.o ,_ 
·- ! s :=> 

i. 1 - 4º 5º is'j 30•\ 60' 1101 IM 3º A - "' --· - . -· -
4 - 4 s 1 + + ++ ~l"++~±T+' + + -
4 ¡ 2 4· s -L- ±l + ' + - - - -¡ - + -
3 3 4 s + 1 ++ ++ ++ j++ - - + + ; - + - -
4 4 ! . 4 s ' + - - 1 - - ± ! + 1 + -: - - ' j -
4 4 4 1 s - - - - - + + + + - + - - - -
4 4 4 s +++ +++ +++ +++ +++i + +++ +++ +++ + -
4 3 4 s - - - - -- - + + + -- -
4 1 4 s - - - - - + .+ + + + -- - - -
4 4 4 s + ++ +++ +++ + -
4 3 4 s ++ ± + + - + + + ++ ++ - - -
4 4 4 s - - - - - + + ++ ++ 1 - + -
4 1 4 s +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++i+++i +i -
4 3 4 s + + + + + - - \ - - + \ -- - - - -

100% de desarrollo : 4 Chiguire : Ch 

Suino : S 

Cabra : C 
75% ::3 
50% 2 Bovino : B 

25% : 1 

81 

-o .o "' -o E-< ..... ..... o ..... Cll 
.e "' . .... ..... 
"' e ..... 
QJ "' "' RESULTADOS 

o.. 

"' o.. e 
§ >: 

"" - ~ 

- + h~rt.us_~_J 
+ 

1 
B, me.p.tensis - _ tipo 1 

+ + B, ab~rtus J tJ.pO 
- _ ' B, su~~ - - . 
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Cuadro 9 

Caracterización metabólica de cepas de Brucclla de identidad conflictiva 

con métodos bioquímicos y serológicos 

Sensibilidad a Colorantes y Serolog!a Metnbolismo Oxidativo 

Cepas N!?. Especie Hiotipo Especie Biotipo 

/16 Ilr. ahort~ !!!.· ~ 

74 ílr. su is Br. ~ 

75 !.l.!:_. su is Br. suis 

78 !.l.!:_. su is Br. suis 

102 !.l.!:_. su is Br. suis 

157 !.l.!:_. nbor~ Br. su is 

166 !.l.!:_. mclitensis !.l.!:_. nbortus 

171 !.l.!:_. suis !!!.· suis 

198 Br. abortus .!!.!.· ~ 

199 !.l.!:_. ~ Br. abortus 

"' "' 
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FIGURA 5 

Prueba de Sensibilidad a colorantes 

FIGURA 6 

Prueba de Sensibilidad a colorantes 
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los resultados que se presentan en el Cuadro 8 señalan los reque

rimientos de COz y suero, asi como el comportamiento de las cepas ante la 

presencia de colorantes, producción de HzS, ureasa, reacción con sueros mE_ 

noespecíficos y sensibilidad a fagos. En base a estas características se 

identificaron 8 cepas como Br. abortus, biotipos 2,3,lt,S y 7; en 4 ocasio

nes se demostró el biotipo 4, En lo referente a Br. su is se lograron 15 

aislamientos, que incluyeron los biotipos 2 (en 12 ocasiones) y 3 (en C.!!_ 

sos). 

En un animal (Nº 166) se aicló una cepa que originalmente fue? iden

tificada como Br. melitensis (Cuadro 8), pero que de acuerdo a los rcoult!!_ 

dos de las pruebas de metabolismo oxidativo, se consideró finalmente como 

.!!!:.• ~ biotipo 7 (Cuadros 9,10, y 11). En los Cuadros 8,10 y 11 se 

incluye el comportamiento de las cepas de referencia que se usaron como 

controles, siendo estas la 16M de Br. melitensis biotipo 1, cepa 1330 de 

Br. ~ biotipo, y la cepa 544-2 de .!!.!:.· abortus b iotipo 1. 

Cuando los 23 aislamientos fueron examinados, solamente en base a 

su comportamiento bioquímico y serolOgico, se encontré que 10 de ellas pr~ 

sentaban resultados conflictivos que impedían la interpretación definitiva. 

Sin embargo al ser sometidas n exámenes para determinar el metabolismo ox.!. 

dativo, se logró la identificación final como se puede ver en el Cuadro 9. 

Los resultados de las pruebas metabólicas practicadas en estas 10 cepas, 

se presentan en los cuadros 10 y 11. En el primero dci ellos se indica si 

el substrato fue oxidado (+) o si la oxidación no ocurrió (-). En el se

gundo de es tos cuadros (l l} se presentan valores de las tasas oxida ti vas 

QOz(N) de cada una de las 10 cepas ante 8 substratos. El valor QOz(N) se 

refiere al Consumo de oxígeno por mg de nitrógeno, expresado en rnicrolitros. 



Cuadro 10 

Resultados de lns Pruebas Realizo.das pnra Detcrrninnr lns Cnracterísticne Metabólicos Oxidativas 

de lO Cepas de nrucella y flu!l Biotipos 

-
SUJISTR.\TOS -----· -------

Cepns 
Grupo 1 Grupci II Grupo 111 

Aminoiícidos 
Aminoilcido~ (Ciclo Urea) C:urbohidrntos 

N! Especies Biotipo 
Alki\ina ltic.G~~tn".. oriRti'na Lis3:'.ña Arn~ino~r Gn1RCtosc RiROsa 

D-
Glucosa 

46 B, abortu 5 + + - - + + + + 
74 B. su is 3 - - + + - - + + 
75 B. su is 2 - - + - + + + + 
78 B. su is 3 + + + + + + + + 

102 B. suia 3 - + + - + + + + 
157 B. su is 2 - + + - + + + + 
166 B. abortlB 7 + + - - + + + + 
171 B, su is 2 - + + - + + + + 
198 B. abortlB 3 + + - - + + + + 
199 B. nborttB 4 + + - - + + + + 
16 M• B. ~~u~- 1 + + - - - - - + 
1330• B. suls 1 + + + + + + + + 
544-2* B. abortw 1 + + - - + + + + 

* • Cllpas de referencia. 



Cundro l l 

CARACTER!ZAT!ON HETA[\01.ICA de BRUCEl.LA 

Tases Oxidativas Q0
2

(N) de JO cepas ainlndas de chigüi"re sobre CU;\tTO aminoncidoa 

y cualTo carbohidrato~ --
SUB~TRATOS 

Cepas ..... ,,,.,. ---r=--T --- "'''º'""'"'"" 
L- L;¡ D,J, L- --------- --C- ll- O-

N' Alaninn cttib~- Orn1t101G.:'.'.1::' -- -------[,\rabinos. Gnl"c_t_:: _ R1hooa 

46 122 SR )6 l) 176 110 90 

71, 42 22 79 62 ]9 26 85 

75 l6 42 13 7 41 529 lll 183 

78 57 85 98 91 179 166 81 

102 47 55 !30 48 82 71 B2 

157 34 236 135 34 2b7 l35 346 

166 183 364 44 35 222 IM 84 

171 12 56 56 33 131 76 66 

198 63 93 46 33 378 377 172 

199 102 197 44 34 183 112 358 

16 M• 80 97 35 36 24 39 41 

1330U 63 69 160 147 122 285 306 

544-2•• 139 320 40 19 160 280 109 

• .. Br. melitensis, cepa de referencia¡ ** • !!.· auis, cepa de referencia 
º* ;-k· abortus, cepa de referencia 

----D-
Glucosa 

73 

56 

55 

69 

60 

423 

81 

87 

l27 

200 

56 

3n 

85 
"' "' 
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Estos valores se encontraron mediante la fórmula descrita en el capítulo 

de Material y Me todos, para lo cual fué necesario determinar la constante 

de cada uno de los sistemas, utilizando la constante de solubilidad del 

oxígeno a 37ºC: 0.0239. Se consideró que el substrato había sido oxidado 

cuando el valor QOz(N) era igual o suped.or a 50 microlitros. 

b) Estudios Epizootiológicos. 

Con el objeto de establecer una posible correlación entre la edad 

de los chigüires y la presencia de anticuerpos contra brucelas o bien el 

aislamiento del génnen, se aplicó la técnica del cristalino, mediante la 

cual se pudo dctenninar que entre la población examinada se incluyeron ani 

males de 6 meses hasta 5 años de edad. En el cuadro 12 se describen los 

aislamientos en relación a la edad de los animales infectados. No se ais

ló la bacteria en animales menores de 1 año, ni en animales de años; el 

mayor porcentaje de aislamientos ocurrió en chiguires de 4 años. 

En el Cuadro 13 se indican las edades de cada animal en relación a 

la presencia de anticuerpos en el suero, haciendo mención del sitio de pÍ'~ 

cedencia de cada ChigUire. 

Al examinar las especies de Brucella aisladas en r{>lación a los si

tios de procedencia de los animales, se encontró que en 3 áreas existi6 la 

infección tanto por Br. abortus como por Br. ~¡ en la zona denominada 

El Frío Sur, se aisló Br. ~ en 8 de 37 animales estudiados, pero no se 

logró el cultivo de Br, ~· Mientras que en el Centro ,de Recría del 

MAC en ninguno de los 38 animales se logró el crecimiento de brucelas (Cu!!_ 

dro !11), 

En los Cuadros 15 y 16 se muestran los resultados serológicos corre.! 
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pendientes a las pruebas de Tubo, Mercaptoetanol, y Rivanol, en compara-

ción con los resultados obtenidos con el antígeno Poli B. Los resultados 

de la Prueba de Tarjeta no mostraroit correlación con las pruebas antes me!!, 

cionadas. 

Edad 

CUADRO 12 

Distribución por Edad de los Chigüires en Relación al 

Número de Aislamientos de Brucella 

Aislamientos Total 

6 - 11 meses 0/27 (O) 

año 9/72 (13) 

2 años 6/40 (15) 

3 años 5/40 (13) 

4 años 3/14 (21) 

5 años 0/5 (O) 

(X) 



Cuadro 13 

Distribución por Edad de Reactores Serológicos a Brucella en ChigUires 

Sitios 

Muestrea dos 6-11 meses 1 año 2 años años años años 

El Frío 
5/7•(71/• 15/24 (6J) 6/14 (4J) 8/ 15 (SJ) J/5 (60) 0/3 (O) 

Norte 

El Frío 
O/J (O) 12/17 (71) 6/8 (75) 1/6 (17) 2/2 (100) l/l (100) 

Sur 

MAC 2/S (40) 2/9 (22) 5/12 (42) 6/6 (LOO) 0/2 (0) 0/1 (O) 

Turagua 
2/3 (67) 9/ 12 (75) 4/5 (80) 4/4 (100) 2/2 (LOO) 

Este 

Turagua 
4/9 (44) B/ 10 (80) l/ l (100) 6/9 (67) 2/3 (67) 

Oeste 

Total lJ/27 (48) 46/72 (64) 22/40 (SS) 2S/40 (63) 9/14 (64) 1/5 (20) 

"' "' 
f4 El numerador se refiere al número de animales positivos, mientrns que el denominador corresponde 
al nGmero de animales estudiados, 
1'1#1 Porcentaje de reactores scrológicos, 
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Cuadro 14 

Distribución ~or Especie de Brucel la Aisladas de Chigüi res 

Sitios No. de Especie de No. de 

Muestreados Animales Brucella Aislamientos (%) 

El Frío Br. abortus (2. 9) 
Norte 68 Br. suis . (1.5) 

El Frío 
Sur 37 Br. suis 8 (21.6) 

MAC 38 ninguno 

Tu ragua Br. abortus (11.5) 
Este 26 Br. su is (7. 7) 

Turagua Br. abortus 3 (9.4) 
Oeste 32 Br. suis 4 (12. 5) 

Total 201 Br. abortus 8 (4.0) 
Br. suis 15 (7. 5) 

Total 23 (11.4) 



Cuadro 15 

Distribución de la Población de Chigüircs por Resultados 

Serológicos de Tubo, Mercaptoetanol, Rivanol e Inmunodif

usión en Gel 

Pruebas Convencionales (Tubo, Mcrcaptoetanol y Rivanol) 

Clase 

No reactores 

Reactores 

Total probados 

Prueba con Poli B 

Clase 

No reactores 

Reactores 

Total probados 

Mnchos 
Nó. (%) 

32 (32) 

69 (69) 

101 

Machos 
No. (%) 

32 

69 

101 

(32) 

(69) 

Hembras 
No. (%) 

52 (52) 

48 (48) 

100 

Hembras 
No. (%) 

53 (53) 

4 7 (4 7) 

100 

91 

Total 
No. (%) 

84 (112) 

117 (58) 

201 

Total 
No. (%) 

85 (42) 

116 (58) 

201 



Cuadro 16 

Resumen General de los Títulos Serológicos en las Pruebas de Tubo, Mercaptoetanol, y Rivanol* 

en la Población de Chigüi res 

Población Probados 1:25 1: 50 l: 100 l :200 Total R~actores 
No. (%) 

Machos 101 (50.25) 30 (15) 18 (9) (4) 14 (7) 69 (34) 

Hembras 100 (49. 75) 17 (9) 15 (8) 6 (3) 10 (5) 48 (24) 

Total 201 (100) 47 (23) •33 (16) 13 (7) 24 (12) 117 (58) 

* La prueba de la Tarjeta no mostró correlación con estas pruebas. 

\O 
N 
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Proyecto Nº 1 

En los ultimas años se han realizado numerosos estudios orientados 

a encontrar técnicas sencillas y efectivas para el diagnóstico de la Bru

celosis. 

Entre los aspectos que se han investigado con más interés están los 

métodos que permitan id en ti ficar anticuerpos originados a consecuencia del 

estímulo por la infccci6m1 a diferencia de aquellos producidos en respues

ta a una vacunación ( Corbel 1972; Corbel y Day 1973; Alton et al, 1975; 

Allan et al 1976; Clarke 1977; Pietz 1977; Chappel et al 1978a 1978b; Ray

bould y Chantler, 1930; Carrol et al 1980). Por otra parte se est5n inve!!_ 

tigando nuevos procedimientos para inmunizar animales; tal es el caso de 

la vacunación de bovinos adultos con dosis reducida de la vacuna cepa 19 

de Br. ~ (Al ton 1978; Nicoletti 1976, 1978a, 1978b; Deyoe et al,1979). 

Los progr::tmas de control de enfermedades como la Brucelosis van fue!. 

temente aGociados al sacrificio de animales reactores, por lo que la vpcu

naci6n compromete los procedimientos de diagnóstic~. 

Las publicaciones recientes de Janes y colaboradores (1980) sugieren 

que el empleo de un antígeno de naturaleza polisacárido, extraído a partir 

de cepas rugosas de~· melitensis (cepa Bl 15), proporciona un alto grado 

de especificidad al reaccionar con anticuerpos ;l.Sociados con el proceso i.!!_ 

feccioso, pero no con anticuerjpos de origen vacunal. Por otra parte, los 

trabajos publicados primero por Nicolette (1976,1978,1981) y después por 

otros autores (Plommet et al 1976), sugieren que la vacunación con dosis· 

reducida de la cepa 19 produce una respuesta inmunológica sdlida·, pero que 
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los títulos de anticuerpos en el suero se reducen considerablemente a los 

4-6 meses posteriores a la vacunación, lo que permite diagnósticar la en

fermedad mediante métodos convencionales, después de transcurridos 6 meses 

de aplicada la vacuna. 

En el presente estudio se encontró que los animales vacunados con 

3 x 109 de la cepa 19 desarrollaron títulos elcvndos de anticucrvos, los 

cuales pudieron ser demostrados mediante las pruebas de aglutinación usa

das rutinariamente. La prueba de tarjeta fué mlty sensible, reílccionando 

68 animales aún después de 7 meses de la vacunación. Esta prueba no se 

debe recomendar en adultos vacunados con dosis reducida. 

La prueba de aglutinación en tubo también identificó un número con

siderable de reactores después de transcurridos 7 meses de aplicarse la V2_ 

cuna. Por su parte, Mercaptoetanol y Rivanol solamente siguieron reaccio

nando con 12 sueros; posiblemente estos animales desarrollaron una infec

ción, con cepas de campo. 

Debe señalarse que los nnimales de este estudio estuvieron en con

tacto con 49 animales naturalmente infectados con Br. ~ 

Las pruebas de Inmunodifusión en gel usando antígenos Poli B, mos

traron que la ventaja de que solamente en 10 animales vacunados se produ

jeron reacciones de precipitación. Los otros 139 animales fueron siempre 

negativos. En el caso de los sueros de animales infectados por Br.abortus 

estas pruebas resultaron positivas en 10 de 11 animales En el suero de un 

animal resultaron negativas posiblemente. por características partículares 

de ese suero, ya que en Fijación de Complemento este suero resulto antico!!! 

plementario. 

En base a estos datos, se considera muy útil emplear las prueb.as de 
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Inmunodifusión en gel con antígeno Poli B para identificar ani:nales reac-

tores durante las semanas siguientes a la vacunación ya que en caso de que 

se. identifiquen reactores, est.os pueden ser separados del resto del hato 

para realiz.1r en ellos otros estudios que permitan definir su verdadero -

estado de infección sin que representen un foco de contaminación para el 

reso de los animales. En lo referente a los otros métodos esto no es po

sible ya que es necesario esperar hasta 5-6 meses para poder identificar 

. a los anímales que continúan reaccionando, lo que es sugestivo de que una 

cepa de Brucella permanece dentro del organismo ya sea cepa vacunal o cepa 

de campo. 

Solamente en 7 de los 10 animales en que se encontró precipitación 

con el Poli B. Se obtuvieron resultados positivos en tubo de Mercaptoeta

nol, en los muestresos posteriores al 5° mes. Lo mismo ocurrió en el caso 

de Fijación de Complemento. La persistencia de reacciones positivas en es 

tos animales pudo deberse a que se tratara de animales que se encontraban 

incubando la infección nl momento de la vacunación, o bien otras posibili

dades son que se infectaron durante la siguientes semanas de iniciado el· 

estudio por fallas de ln vacuna en un medio altamente contaminado con cepas 

de campo. Por ultimo, debe considerarse la posibilidad de que en estos -

animales se localizara la cepa 19 en algunos tejidos. persistiendo en ellos 

de manera indefinida y por consiguiente <:.nusnndo un constante estímulo so

bre el sistema inmunocompetente. Si bien no se logró el nislamiento de -

brucelas a partir de muestras de leche de estos bovinos, hay publicaciones 

que señalan la persistencia de la cepa vacunal en el 1-2% de animales vac.\!. 

nados como adultos ( Nicoletti, 1966,1976,1981 ). 

La implemntación de la prueba <le inmunodifusíon con antígeno Poli B 
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se podrían, recomendar corno prueba preliminar en hatos vacunados con cepa 

19 en dosis reducida. Loas animales l'ositivos a esta prueba dcberan ser 

sometidos a muestreos bacteriológicos, así como a otras pruebas scrológi

cas antes de ser considerados como animales infectados. 

Proyecto Nº 2 

Al analizar los resultados obtenidos de 3 hatos muestreados en Apu

re, Venezuela, con el fin de definir si el chigUire pudiera ser un reser

vorio de Brucella, se observaron importantes hallazgos. 

De los 201 chigüircs muestreados en este estudio, 101 eran machos 

y 100 hembras y los resultados serológicos revelaron que la tasa de reac

tores machos mué más alta (65%), que las hembras (47%) (diferencia signi

ficativa x2 = 9.19). Sin embargo cuando se analizan los resultados bac

teriológicos se observó que esta diferencia es menos marcada. Así las ta

sas de aislamiento en machos fué de un 12.87%, mientras que cm las hembras 

resultó un 107. (diferencia significativa x2 = 0.90). Las tasas de reacto

res de las 5 zonas muestreadas indicaron una cosiderable variación en los 

niveles de infección entre la población de chiguircs, observandose que la 

más alta tasa (81%), fué encontrada en Truagua Este y la más baja (407.), 

en el Centro de Recría del MAC (diferencia significativa x2 = 42.ÓJ). 

Durante esta investigación del chiguire no se probaron los sueros por la 

prueba de Fijación de Complemento ya que estudios anteriores de Bello et al 

(1976, 1979), revelaron que son anticomplernentarios. 

De tal manera que los sueros probados con el antígeno Poli B media~ 

te las pruebas de 1Inmunodifusión Rndial, resultó en 116 chiguires postivos 

coincidiendo .con 117 reactores detectadoa mediante las pruebas de tubo,Me!_ 

captoetano, Tarjeta y Rivanol. 
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Es de importante relevancia en esta investigación los estudios que 

se realizaron por primera vez para biotipificar cepas de Brucella aisladas 

del chigüire, utiiizando la técnica de metabolismo oxidativo, a fin de d~ 

finir con precisión especies de Brucella y sus biotipos. Los resultados 

finales son el producto de 2 técnicas de biotipificación, utilizadas du

rante todo el estudio. Así. que las especies de Bruccl1;a aisladas de 4 de 

las 5 zoans en estudio, resultaron en 8 cepas de~· abortus y 15 de.!!!.: 

suis, corresponden al Frío Sur y por otro lado, ningún aislamiento en el 

Centro de Recría del MAC. 

La significancia <le haber aislado .!!!.· suis en el grupo de chigüires 

estudiados, esta dada por el hecho de que siendo los chigUires reservo ríos 

de Brucella, y debido a la estrecha convivencia de esta especie animal con 

bovinos infecta a estos lo que traería serios problemas al realizar diag

nósticos serológicos y detectar reactores dentro de la poblaci6n bovina, 

lo cual lleva a la decisión de eliminarlos del hato. 

Especialmente importante resultó la estimación de la edad en los 

chiguires, mediante la técnica del cristalino considerada por Ojasti (1973) 

como una de las más sensibles técnicas disponibles. 

Cuando son comparados los datos obtenidos de la edad con los resul

tados serológicos y bacteriológicos, la informaci6n revela que los chiglii

res muy jóvenes se infectan con Brucella y que se mantienen como reactores 

por años. La significancia de la edad en reactores serológicos en Bruce

losis, es porque pueden transmitir la enfermedad por largo t'iempo, lo cual 

sugiere que el chigUire puede ser un importante reservaría de Brucella; con 

repercusiones epizootiológicas y epidemiológicas. 

Los estudios de metabolismo oxidativo, revelaron que es necesario 
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utilizar maS de una prueba para la caracterizaci6n de cepas de Brucella, 

ya que los estudios serolOgicos y bioquímicos aucnquc no deben descartarse, 

no son confiables, particularmente cuando se aislan cepas que a través de 

las diferentes pruebas muestran una identidad conflictiva. 

Durante este estudió, el uso de 2 técnicas para la biotipificaciOn 

de Brucella puso en evidencia una vez m5s que las pruebas de caracteriza

ción metabcilica, no solo son superiores si.no más precisas y altamente con

fiables. 
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CONCLUSIONES 

A. El uso del nntl.geno soluble Poli B es útil para la detección 

de Brucelosis, en animales vacunados con dosis reducida especialmente cua.!!. 

do se van a detectar animales infectados, hecho este <le gran tracendencía 

para México y Venezuela donde la Bruct!losis constituye un problema sanita-

rio-econ6mico, 

B. La técnica de Inmunodifusión Radial resultó ser sencilla, sen

sible y específica cuando se le comparó con otra técnica de irununodifusión 

en gel y las pruebas convencionales. Por lo tanto es recomendable usar di 

cha técnica junto con alguna de las técnicas tradicionales prueba de Riva

nol y/ o . 2-Mercaptoetanol. 

C. Las prue~as metabólicas permiten difinir las especie y biotipo 

de aquellas cepas de Brucella que resultan con identidad conflictiva en 

pruebas sero16gicas y bioquímicas. 

D. La estimación de la edad en animales silvestres viene a ser' una 

importante herramienta para correlacionar resultados de edad con resultados 

serológicos y bacteriológicos y emitir conclusiones m:is precisas. 

De acuerdo a estas consideraciones se puede decir que la distri-

bución de la edad, los reactores serológicos, así como los aislamientos de 

Brucella indican una alta posibilida~ de que el chigüire se~_.un reservaría 

de Brucella. 
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RECOMENDACIONES 

A. F.n vista de los resultados obtenidos en esta investigación, cm 

lo que respecta al estudio serológico se recomienda el uso del antígeno -

polisacárido y como prueba de rutina la Innn.tnodifusión Hndinl para l.:i eva

luación serológica de sueros de bovinos vnc.unadon con dosis reducida., con 

el fin de detectar anticuerpos de infección por Brucella. 

B. Se sugiere un estudio completo de las tasas de ínfacción en bE_ 

vinos de los Llanos de Apure, Venezuela y correlacionar dicha información 

con la obtenida para los chígÜires. 

C. Estudiar un grupo de chigüires mantenidos en cautiverio inocu

lando las cepas aisladas, tratar de reproducir la enfermedad, hacer estu

dios serológicos y bacteriológicos, correlacionar los resultados obtenidos 

con la edad conocida. 

D. Realizar un estudio cpizootiolágico, en otros animales silves

tres de la zona estudiada, incluyendo los cerdos silvestres; a fin de obt~ 

ner mas informaciOn de la evidencia epízootiológica nc:erca del cldgUire C,2. 

mo reservorio de Brucella. 
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