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RESUMEN

La brucelosis caprina continfla siendo un problema -
de salud ptblica por lo cual es necesario'conocer y apli -
car diferentes técnicas y antigenos sensibles y especifi -

cos para la deteccién de las diferentes formas lisas (B. -
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ovis) para el diagnéstico serolégico.

Se evaluaron las diferentes técnicas serolbgicas: -
Prueba de la tarjéta, HUDDLESON, aglutinacién esténdar en-

tubo, aglutinacién esténdar en tubo modificada con EDTA y-

los titulos entre sf{.

De 134 sueros trabajados, 18 de ellos reaccionaron-
a diferentes titulaciones en las pruebas serolfgicas en --
sus formas lisas y 133 sueros reaccionaron a las mismas --

pruebas pero en sus formas rugosas.

Se observd que el uso del &cido etilendiamino-tetra

acético (EDTA) disminuy6 las titulaciones positivas a Bru-



grando con ésto la disminucibédn de titulos falsos positivos.

Esto lleva a la conclusién de que se deben utilizar
antigenos purificados y por especie, para poder detectar -
anticuerpos antibrucella especificos, con lo que se evita-

rén los falsos positivos y negativos.



INTRODUCCION

La Brucelosis contindGa siendo un problema de Salud-

PGblica en México y en el mundo, debido al consumo de le -

che y sus derivados no pasteurizados que es una préctica -
muy extendida en el pafs, ademds de contacto directo al pe
netrar a través de la piel y conjuntiva, ocasionando cuaz-

dros clinicos febriles (1, 8, 42).

- En los animales domésticos, se considera uno de los
principales agentes etiol6gicos de aborto infeccioso; en -
cabrés y ovinos se reporta ademis, diferentes grados de -
mastitis, nédulos en gléandula mamaria y artritis, la pro -

ducci6n de leche disminuye (1).

celular facultativo, es un cocobacilo Gram negativo de --

0.5 - 0.7 micras de didmetro por 0.6 - a 5 micras de longi
tud, no producen cépsula, no son méviles ni producen fl& -
gelos, algunas cepas requieren la suplementaci6n de C02 pa
ra su crecimiento especialmente en el primo-aislamiento,--

(1, 2, 3, 4, 24).

Las formas lisas (Brucella abortus, Brucella meli -

tensis, Brucella suis, Brucella neotomae) son colonias --



translGcidas y redondeadas de borde completo y de superfi-
cie lisa y brillante, de una opalescencia blanca azulada -
con la luz reflejada, o bien de color amarillo pélido tras

ldcido bajo la luz transmitida (8, 10, 11).

des que las lisas y tienen una superficie granulada o vis-
cosa. El color de las colonias varfa entre blancuzco y par

do bajo la luz transmitida o reflejada en las colonias --

(8, 10, 11).

Para la identificaci6n es fundamental definir el es
tado de disociaci6n de los cultfvos, ya que por lo general
las caracteristicas serol6gicas, la sensibilidad de los -
fagos y la virulencia se alferan drésticamente en las fa -

ses mucoide y rugosa.

La temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C. -
pH de 6.6 7.4, catalasa y oxidasa positivas, algunas cepas
pueden ser oxidasa negativas, no lisan los eritrocitos y -
son negativos a la prueba de rojo de metilo {(Voges-Pros --

Kauer Test). (8, 10, 11, 24).



una membrana interna y de una externa, separadas por espa-

cio periplasmico, contiene una capa rigida de peptidoglu -

cano asociada a la membrana externa (8). Algunos investi -

red celular modificada denomindndose como formas L, debidov
al posible uso indiscriminado de antibi6ticos, sin embargo

se desconoce su virulencia en la infecci6n. (9).

Para establecer un diagn6stico de la Brucelosis, -
presenta dificultad cuando no es posible aislar el microor
ganismo en el cultivo bacteriolégico, por lo que se recu -
rre al empleo de pruebas serolbgicas y las medidas por cé-
lulas para medir la respuesta inmune. La magnitud y dura-
ci6n de &stos, dependerd en la virulencia de la cepé'infeg
tante, 1a cantidad del inbculo, sexo, gestacidn especie y-

estado inmunol6égico del huésped (8).

La dificultad de detectar la infecci6n durante el -
periodo deAincubacién 0 en estados croénicos de la enferme-
dad; los tftulos de anticuerpos, frecuentemente son irre.-
gulares ya que caen a niveles bajos y fluctdan durante pe-
rfodos indefinidos. Particularmente en la Brucelosis se --
presenta la dificultad de distinguir énticuerpos produci -

sis.



Los prinéipales antigenos hasta ahora identificadés
para el diagnOstico.de la brucelosis, son los lipopoli§ac§
ridos (8, 21, 26), tres grupos de proteinas de membrana -
externa de diferente peso molecular, que se encuentran en-
estudio para producir inmunidad protectora (36, 39, 41); -
hipteno nativo (15, 18); el polisacdrido B (15, 31); y --
veinte antfgenos intracitoplédsmicos (8); correspondientes-

a las formas lisas y rugosas.

En México, se utiliza la bacteria completa con los-
lipopolisacéridos presentes, como el Gnico antigeno utili-
zado en el'diagnOStico serolégico, participa en las prue -
bas de aglutinacién en placa y tubo, tarjeta, Rosa de Ben-
gala, anillo de leche, Huddleson, fijaci6n de complemento-
estudio para su aplicacibn; ademds del polisacdrido B, que
diferencfa a los animales infectados de los inmunizados --

{5, 31).

Los lipopolisacaridos como primer capa externa de -

la Brucella oproducen reacci6én cruzada con diferentes mi -

seen antigenos comunes (6, 12, 18 y 21).




La inmunidad mediada por las células, se relaciona-
con la reaccifn de hipersensibilidad retardada, que se pro

duce en animales sensibilizados por cualquier especie de -

‘Brucella al administrar intradérmicamente un alergeno deno

minado Brucelina, que es un extracto antigénico de las pro

tefnas de membrana interna, no deberd contener lipopolisa-

cdridos y proteinas de membrana externa, ni de inducir una
reaccién de sensibilizaci6n, ni de incrementar el titulo -
de anticuerpos en animales no sensibilizados, esta prueba-

de intradermoreacci6n es utilizada en‘pa[ées de Europa (8).

La Brucelosis en las cabras es una enfermedad de --
tipo sexual, con aborto en el Gltimo tercio de la gestacibn
como principal sintoma; y animales sexualmente inmaduros -

son resistentes.

La primer descripcién de la enfermedad fue reporta-
da por Polding en 1940J(35) quien reporté pirexia, severa-
mastitis y artritis, estos sintomas se observan s6lo cuan-
do el animal es infectado por una gran cantidad de cepas -

virulentas.

La infeccién entra usualmente por via nasofarfingea-

o por la penetracifn de la piel que puede ocurrir si exis-



te alguna abracién.

La bacteria es fagocitada por macr6fagos, células -
gfectoras del sistema inmune, ademés por anticuerpos y lin
focitos T, o bien se multiplica intracelularmente y se li-
bera para seguir infectando a méis células, produciéndose -

con esto una nueva bacteremia.

Si el animal estd prefiado la bacteria invade el Gte
ro y se multiplica rdpidamente en la placenta y en algunas

ocasiones en el feto (8).

Cuando la infeccién progresa en las hembras, se ob-
servan queAlos microorganismos desaparecen del sitio de la
infeccibn poco después de la exposicién, la bacteremia es-
prolongada y las bacterias reaparecen en el aparato geni -
tal aproximadamente al tercer mes de la gestacién. Para --
que se produzca el aborto, debe existir una acumulaci6n su
ficiente de bacterias y exudado que provoque la necrosis -

de la placenta y la separaci6n de las cardnculas. (1,8).

La consecuencia fundamental de la infeccibn, por lo
general no es el aborto si no una placentitis que-interfig
re en la nutricién fetal y trae como resultado productos -

con menor peso al nacer.




Cuando la cabra no ha sido prefiada la infeccibn pue

de establecerse en alguna parte del sistema inmunocompeten

te, esto es de gran importancia epizootiolégica después de

una respuesta serol6gica negativa y la infeccibén entra en-

una fase inaparente y produce problemas en el diagnéstico.

2 a 3 meses en cabras y 64 dias como limite como lo repor-

t6 ENTESSAR y colaboradores (17).

Los machos son mds sensibles a la infecci6n y mas -
activamente responsables de la transmisi6én que las hembras;
constituyen ademds el reservorio para la persistencia de -
la enfermedad. La fuente de las bacterias es el semen con-

taminado que excretan los machos infectados (8).

La infeccibn es ademds por via nasofaringea lo que-
puede ser de importancia ya que los machos suelen hosiquiar

los 6rganos gernitales de los otros animales.

perjudiciales en la calidd del semen, en la eficiencia y -

capacidad reproductora del animal. A la disminuci6én de la-
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fertilidad y la degeneracién seminal siempre le preceden -

la aparicién de lesiones como la orquitis (1, 8).

S6lo se puede hacer un diagn6stico inequivoco de la

infeccién por Brucella mediante el aislamiento y la identi
ficaéién de la bacteria. No obstante, en muchas circunstan
cias en las que no es posible efectuar la investigacifén -
bacteriolégica, el diagnéstico‘tendra que basarse en méto-
dos'serolégicos. Algunos de los métodos serolbégicos que se
conqceﬁ en la prueba de aglutinaci6én en placa, que es una-
modificaci6bn de la en tubo del DAEVA (DEPARTAMENTO DE AGR!
CULTURA DE LOS ESTADOS UNIDOS AMERICANOQS), adaptada para -
la detecci6n de aglutinacibébn répida sobre una placa de vi-
drio. Alton y colaboradores han descrito las técnicas y --
formas de interpretaci6n, la ventaja es ser una prueba sen
cilla y mgs répida que la de aglutinacién en tubo, pero --

resulta afectada pof las condiciones del medio.

No se recomienda el empleo de la prueba de aglutina
ci6bn en placa, excepto cuando el suero es de calidad infe-

rior (2, 8, 23, 32, 33, 35).

La prueba de Rosa de Bengala se emplea como prueba-

de preseleccién para el diagnéstico individual, detecta la



11

infecci6n més répido que la prueba de fijaci6n de comple-=
mento, elimina en muchos casos los bajos titulos serol6gi-
cos de la prueba de aglhtinaciﬁn estdndar en tubo y rara -
'hente los falsos positivos; es sensible en animales vacu -
nados con cepa REV-1 aunque no estd bien establecido; la -

concentracién celular del antigeno empleado es del 5% a un

pH neutro con el colorante de Rosa de Bengala de acuerdo

al método establecido por el Central Veterinary Laborato

ry New Haw, Weybridge U.K (27).

La prueba de aglutinaci6ébn esténdar en iubo, es el -

procedimiento usado para determinar la cantidad de anti -
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emplean los métodos Europeos a el del DAEVA (DEPARTAMENTO

DE AGRICULTURA DE LOS ESTADOS UNIDOS AMERICANOS).

Con la prueba en tubo se mide la cantidad total de-
anticuerpos aglutinéntes; la desventaja es que produce --
reaccibn a las aglutininas posteriores a la inmunizacibn y
en ocasiones a las estimuladas por antigenos heteroespeci-

ficos.

La prueba de 2-mercaptoetanol, inactiva la inmuno -

globulina IgM-1 presente en el suero debido a que rompe --
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los fuentes de disulfuro, no detectan la inmunoglobulina -
IgG en animales con infecci6n crénica, reduce o elimina -
los falsos positivos con respecto a la prueba estandar en-

tubo y Rosa de Bengala (8, 24).

La prueba de antiglobulina de COOMBS, es utilizada-b
en suero de animales de un titulo serol6gico negativo, sos
pechoso o de respuesta incompleta de la prueba de agluti -
nacién estandar en tubo, debido a la presencia de anticuer
pos incompletos en el suero; esta prueba revela con gran -
sensibilidad los anticuerpos 1gG-1 e IgG-2; no es utiliza-
da en animales vacunados con la cepa REV-1 porque los ti -
tulos se detectan durante mds tiempo que en la prueba de -

aplicacién de complemento después de la vacunacién (16,44).

‘La prueba de fijaci6bn de complemento, se considera-
en la actualidad como la prueba mas fiable para el diagn6s
tico individual de uso ordinario en bovinos. Es relativa -
mente insensible a los anticuerpos que resultan de la inmu
nizacién con vacuna de cepa 19. Se puede disminuir el vo -
lumen de trabajo causado por la complejidad técnica de la-
prueba de fijacib6bn de complemento usdndola s6lo como prue-
ba definitiva con muestras que han dado resultados positi-

vos en pruebas preliminares de seleccién (3).



suero de una elevada produccibén de bovinos no infectados,-
‘que reacciona en la pruebd de aglutinacibn en tubo, es --
inestable en presencia de la sal s6dica del é&cido etilen -
diaminotetraacético (EDTA). Estas aglutinacionesAEDTA-labi
les se asocian principalmente con moléculas de IgM, si --
bien en una pedueﬁa proporcibén de animales también puede -
intervenir ia IgG. Estas inmunoglobulinas se unen a los mi
croorganismos de Brucella a través del fragmento fc de --
sus 7s subunidades y no mediante el sitio de combinacibn -
de anticuerpos localizados de sus fragmentos Fab, esta in-
teraccitn es bloqueada por el EDTA (8), las aglutinas de-
este tipo tal vez intervengan en el 70 a el 80% de las - -
reacciones de aglutinacibn prdducidas por sueros de bovi -

nos con reacciones negativas a fijaci6n de complemento con

En los sueros que la actividad de aglutinacién es -
totalmente atribuible a las aglutinas EDTA labiles, se pro
ducird una pérdida completa, o0 casi completa de las titu -
laciones en presencia del agente quelante. No obstanté, my
chos sueros contienen una mezcla de aglutininasAEDTA lébi-
les y anticuerpos estables ante el &cido y representarén -

s6lo una reacci6bn parcial de las titulaciones en presencia
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del EDTA. Estas reacciones deben interpretarse a la luz de
elementos confirmatorios o proporcionados por los antece -
dentes del rebafio y por otras'pruebas serolégicas y de cul
tivo (14, 20, 31). Existen otras reaciones de aglutinacién
causadas por Ac. que reaccionan en forma cruzada con otros
microorganismos, debido a los lipopolisacéridos a fines --

entre si (8).

En la actualidad se encuentra en estudio la aplica-

losis caprina.

La prueba de aglutinaci6n esténdar en tubo adicio -
nada con el EDTA fue descrita por primera vez por SCHEIBNER
en 1976; NEILSEN y Col. en 1979,Mac. Millan (1985); GARiM-
y.TRAP en 1985;.N0wLAN de GENS en 1985; P.F. NOULAN en --
1988.

En un estudio realizado por NIELSEN y Cols. (1979)-

en 559 sueros de bovinos, encontraron que el 80% de las --
reacciones a la prueba de aglutinacidn esténdar en tubo mo
dificada con EDTA asf como la prueba de fijaci6n de com -

plemento resultaron negativos, estos sueros de bovinos --



fueron vacunados o aparentemente infectados cuando se rea-

1iz6 la prueba.

GARIN y Cols. para valorar la prueba de serocagluti-
nacién para el diagn6éstico de la Brucelosis bovina proba -
ron 300 sueros con las pruebas de aglutinacién esténdér en
tubo, aglutinacién estédndar en tubo modificada en EDTA y-
la prueba de fijacibén de complemento, concluyeron que el -
uso del antfigeno modificado por el DTA en la prueba de --

aglutinaci6ébn estdndar en tubo no aumentd la titulacibn en-

contar con una explicacién. (20).

NONLAN y Cols. (1985) probaron 32 sueros de bovinos
si se alterd su titulaci6bn al utilizar el antfgeno modifi-
cado por el EDTA en la prueba de aglutinacién estdndar en-
tubo, no tuvieron resultados positivos a las aglutininas -
EDTA labiales por lo que concluyeron que el uso de este --

_antfgeno no altera significativamente las reacciones de -

En el estudio realizado por MAC MILLAN y Cols.(25),



‘para conocer la importancia en el uso de la prueba de aglu

tinacidn esténdar en el tubq modificada por EDTA en el con
trol de la Bruéelosis bovina se trabajaron 977 muestras de
suero sanguineo y-se encontré el 64% de sueros positivos -
a titulos mayores de 1:100 con prueba de aglutinacfén es -
tdndar en tubo, pero estos porcentajes fueron reducidos en
su titulaci6bn a menos de 1:100 al usarse la pruebé'de aglu

tinacién estdndar en tubo modificada con EDTA. -

WANGELA, demostr6 que al utilizar en cabras 4 prue-
que la prueba de Rosa de Bengala fue la mds sensitiva y la
prueba de inmunodifusidn en el gel la mas esﬁecifica ésto-
en comparacién con la prueba de fijaci6bn de complemento y-
la prueba de aglutinaci6én estdndar en tubo proporciona pe-
quefia informacién cuadno es utilizada con otras pruebas --

(40).

Herrera-Mtz, evalu6é 500 sueros caprinos de 6 explo-

taciones con problehas de tipo reproduétivo con los anti--

- tados que obtuvieron 56 sueros positivos al antigeno B. --
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La serologfa es la base para el diagn6stico de la -
Brucelosis en los animales domésticos, para el control y -

erradicacién de la enfermedad.

Existen datos sobre el avance en el diagnéstico de-
la Brucelosis bovina, a través de estudios realizados en -
caminados a  la estandarizaci6én de métodos tradicionales y-

la aplicaci6n de nuevas técnicas serolégicas.

Desafortunadamente no existen datos de pruebas sero
l16gicas eficaces para el diagn6stico de la Brucelosis ca -
prina, por lo que existen discrepancias en los fesuitados-
obtenidqs al desconocerse en los trabajos publicados el an
tigeno utilizado como "ideal" y por ser evaluados mediante

una sola prueba en animales sospechosos de infeccibn.



JUSTIFICACION

Es importante que los animales en los centros de -
produccién pecuaria estén libres de enfermedades infeccio-
sas debido a que tienen un efecto negativo en la producti-
vidad de los mismos, en el caso de la Brucelosis estos --
efectos pueden ser: Pirexia severa, mastitis y artritis; -
placentitis, etc. que se traducen en pérdidas econbmicas -

para el productor (8, 17, 34).

Por 1o que es necesario la aplicacién de pruebas -
serolfgicas especificas y sensibles para el diagn6stico de
la Brucelosis caprina ya que es un practica comn el uti -
lizar en forma rutinaria una sola técnica, lo que ocasiona
en su interpretacién falsos'positivos y/o'negativos por lo
que resultard de gran utilidad comparar las diferentes téc

nicas entre sf.
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HIPOTESIS

Con la técnica de aglutinacién estdndar en tubo mo-
dificado por el EDTA, la especificidad se incrementa en -
un 80% con relacién a las p}uebas de aglutinacifén esténdar
en tubo, 2 mercaptoetanol, tarjeta, y Huddleson ya que és-

ta elimina anticuerpos inespecificos.



0BJETIVOS

GENERAL.
Evaluar las diferentes técnicas serolégicas utili -
zadas en el diagn6stico de la Brucelosis caprina, emplean-

do el antigeno liso de Brucella abortus 1119-3 y el antige

el aislamiento microbiolégico, en cabras sacrificadas en -

el Rastro Municipal de Guadalajara.

PARTICULARES.

Comparar los titulos'serolégicos de la prueba de -
aglutinaci6n esténdar en tubo modificada con EDTA, con --
los obtenidos los obtenidos en las pruebas de aglutinacién

estdndar en tubo, 2 mercaptoetanol, Huddleson y tarjeta.

(*) Antigeno Brucella canis RM 6/66: cepa tipo de referen-

cia (R: rugosa; M: mucoide; 6: mes de junio; 66: 1966)
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MATERIAL Y METODOS

Se recolectaron al azar 134 muestras de suero san -
guineo y de secreci6n vaginal de cabras sacrificadas en el
rastro Municipal de la ciudad de Guadalajara, en el perfio-

‘do comprendido de 1990 - 1991,

Las muestras se trabajaron por triplicado en el --
Area de Bacteriologia del Departamento de Medicina y Salud
Pablica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad de Guadalajara, para la determinacifn de
aglutininas anti Brucella.

Los antigenos usados en las pruebas serol6gicas de-
aglutinaci6bn esténdar en tubo, 2- mercaptoetanol y estén -
- dar en tubo presencia del &cido etilendiaminotetraacético-
de la Productora Nacional de Biol6gicos Veterinarios (PRO-
NABIVE), para la deteccién de anti-cuerpos contra las cé -

para las células rugosas.

Aglutinacién estdndar en tubo. El procedimiento fue

de acuerdo al método descrito por ALTON y LOPEZ MERINO - -
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{2,3,4,24), se emplearon diluciones del suero en solucién-
salina 5% y fenol al 0.5% como diluyentes, en una serie de

tubos (13 X 100 mm), iniciando por una dilucién 1:20 y fi-

nalizando 1:320. Se aﬁadié a cada tubo un volumen igual --

(0.5 ml) de una diluci6n 1:100 de la suspensi6n original -
agitaron vigorosamente, se incubaron a 372 por 48 horas se
efectu6 la lectura sin agitar los tubos en cada prueba se-

incluyé un suero control positivo y un negativo.

Para la deteccibn de anticuerpos confra las células
rugosas, se prepar6 una solucién A (salina formalizada): -
10 ml. de formaldehido en 90 ml. de NaCl. al 0.85% y una -
soluci6bn B: NaCl. (3.5% p/v) en 100 ml. de agua destilada;
la diluci6n del suero se realiz6 en la solucibébn B, como -

diluyente de la misma manera que para las lisas.

En la dilusi6n del antigeno, se prepar6 el diluyen-
te al agregar 0.6 ml. de la soluci6n salina formalizada en
9934 ml. de 1a solucibén B y 4.4. ml. de la solucién dilu -

yente. (24).

Aglutinacién en tubo en presencia de 2-mercaptoeta-

nol. Este método se desarroll6é de la misma forma que para-
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la anterior, con las diferencias siguientes: el diluyente-
se empleb en una solucién de 2-mercaptoetanol al 0.1 M, el
antigeno se diluyé 1:100 para las células lisas, para las-
rugosas fue de acuerdo al procedimiento anterior. La incu-

bacién y lectura se efectuaron de la misma manera. (24).

Aglutinaci6n estdndar en tubo modificada con EDTA.-
Se realiz6 de acuerdo a la prueba normal de aglutinacién -
estdndar en tubo, se empled un diluyente constitufdo, por-
una sai s6dica (&cido etilendiaminotetraacético), en una -
proporci6n de 10 mml. y por litro de soluci6n tamponada --
con fosfatos, a un pH de 7.2, en lugar de solucibn salina-
fenolizada; las condiciones de incubaci6n y lectura de la-
prueba son las mismas a los procedimientos anteriores para

1as células lisas, como para las rugosas, {8,20,29).

Se determin6é la aglutinacién por la formacién de -
una capa de células depositadas en el fondo del tubo y la-

clarificaci6n del sobrenadante.
La aglutinacién fue negativa a la no clarificacidn-

del sobrenadante, atn cuando las bacterias se depositaran-

en el fondo del tubo, formando un botén uniformé.
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Bengala.

Prueba de Huddleson. Se utiliz6 un antfigeno comer-

cial (Bigaux).

En las dos pruebas anteriores, como métodos rapidos
de aglutinacibén en placa; se realizé la lectura a los 4 -
minutos, para después tomarse como negativa la prueba en -

ausencia de -aglutinacién.

Para el aislam;ento microbiolégico & partir de se--
creciones vaginales, se sembraron por duplicado en el me -
dio de Farell (24). El medio base fue Agar Casoy (MERCK),-
adicionado de glucosa al 1.5%; 5% de sangre de equino y --
una placa se incubé a 37°C durante una semana en una atmés

fera normal y la otra en presencia de CO2 al 5%. (24).
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RESULTADOS

De un total de 134 sueros de cabras trabajados, al-
teccibn de anticuerpos contra las formas lisas reacciona -
ron un total de 18 sueros a diferentes titulaciones de las
cuales s6lo el 4.4% result6 positivo a Brucelosis en las -
diferentes técnicas empleadas como se demuestra en el cua-
dro No. 1, esto tomando encuenta que las titulaciones 1:20
1:40, 1:80, s6lo se consideran sospechosas y las titulaciog

nes 1:160 y 1:320 positivas.

Para la determinaci6n de anticuerpos antibrucella -

prueba de aglutinacién estdndar en tubo a diferente titu --
lacién, en la aglutinacibn es£andar en tubo con EDTA, --
‘reaccionaron 113 sueros y 19 sueros reaccionéron a la pre-
sencia de 2-mercaptoetanol como se demuestra en el cuadro-

No. 2.

Con respecto a los cultivos bactericlégicos de las-
secreciones vaginales, hubo crecimiento de colonias bacte-
rianas que no respondieron a todos los esquemas de identi-

ficacibn bioquimica.
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CUADRO No. 1

_COMPARACION DE LOS TITULOS OBTENIDOS EN 134 SUERQS EMPLEANDO EL Ag DE

TITULO No. SUEROS AET 2M EDTA TARJETA HUDDLESON
1:20 9 9 -- -- 1 5

1:40 4 4 -- -- -- 2

1:80 2 2 1:40 -~ -1 1

1160 2 2 - - - 2

1:320 1 1 1 -- 1 1.
POSITIVOS 18 18(13.4%) 2(1.4%) 0 3(2.2%) | 11(8.2%)
NEGATIVOS 116 116 132 134 131 123

TOTAL 134 134 134 134 134 134



CUADRO No. 2
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COMPARACION DE LOS TITULOS OBTENIDOS EN 134 SUEROS EMPLEANDO EL Ag de-

TITULOS

1:20
1:40
1:80
1:160

1:320

POSITIVOS
NEGATIVOS

TOTAL

No. SUERO AET 2m
3 3 --
1 1 --
12 12 1
19 19 2(1:20)
98 98 2(1:20)
1(1:40)
1(1:60)
12(1:320)
133 133(99.2%)  19(14.1%)
1 1 15
134 134 134

EDTA

6(1
9(1
4(1
20(1
27(1
36(1
91
201

:20)
:40)
:80)
:20)
140)
:80)
:160)
:320)

113(84.3%)

21
134 -
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DISCUSION

Para lograr el diagnbstico serolbgico de la infeccién,
se ha demostrado que el elemento clave para llegar al obje

tivo es el empleo del antigeno sensible y especifico (18).

Para detectar todos los casos de Brucelosis con res-
pecto a la especie, deberan utilizar las diferentes .estruc
turas antfigenas de la bacteria para no obtener resultados-
falsos positivos con respecto a-infecciones bacterianas --

SARVAMANGALA (37).

El empleo de las diferentes técnicas serolégicas pa-
ra la deteccién del anticuerpo contra la Brucella se ha --
~desarrollado al utilizar a la bacteria completa como el an
tigeno para las diferentes pruebas serolégicas, por lo que
la parte medular del trabajo es la comparaci6n de los di -

ferentes métodos tradicionales en tubo y placa en presen

cia de 2-mercaptoetanol y aglutinacidén modificada por el
dcido etilendiaminotetraacético (EDTA) con los antigenos -
te utilizado en México como el antigeno oficial y el anti-
geno para las formas Rugosas de Brucella canis RM 6/66, --

los resultados 1nd1caron que el antigeno de Brucella abor-
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tus fue de menor sensibilidad y especificidad en compara--
ble y especifico, mismos resultados se han confirmado en -
un estudio similar realizado por Herrera-Mtz. en cabras --

con problemas de infertilidad y aborto (22).

Los reéultados de los titulos serol6gicos obtenidos-
al emplear las diferentes pruebas y el Gnico antigeno re -
sultan similares a los reportados por WANGLELA (4)), que -
indic6 que las cabras infectadas desarrollan diferentes --
reacciones a las clases de anticuerpos y pruebas serold --
gicas empleadas debido a que los reservorios son totalmen-

te diferentes entre sfi.

También se ha descrito que un gran ndmero de reac --

-ciones positivos a la SAT de animales no infectados fueron

sensibles a la acci6én del EDTA, porque esos sueros conte-
nfan moléculas de IgM que causan aglutinacifn con el anti-
do a los enlaces de la fraccién Fc y estos enlaces son --
inhibidos por el EDTA, ésto también fue probado por NIEL'-,
SEN (29); GARIN (20); MAC MILLAN (25), NOWLAN (30).

Por eso la importancia de la sensibilidad y especi -
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ficidad del EDTA para eliminar o disminuir la titulacién

positiva a brucella detectadas en otras pruebas serol6gi

cas (falsas positivas), DEGENS (14) también report6 este

‘hecho.

La corrglacién de los titulos serolégicos entre si -
con las distintas pruebas serol6gicas, demostré que el -- .
teria completa, de pié para que los resultados obtenidos--
no sean los esperados, lo que pone en duda la credibilidqd
que existe para estas pruebas, pero con el empleo de la --
prueba de aglutinacibn estédndar en tubo modificada con --
EDTA result6é ser de mayor sensibilidad y especificidad y -

lla canis RM 6/66 se obtuvieron un mayor ndmero de sueros

En cuanto al crecimiento bacteriol6gico, las colo --
nias que resultaron sospechosas, respondieron a la mayorfa
de los esquemas de identificaci6n bioquimica, pero fall6 -
a la prueba de urea, lo que sugiere se deba a cepas de ---
Brucella atipicas, ademds de ésto se careci6 de antisueros

monoespecificos y fagos para su confirmacion.
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acuerdo a la metodologfa propuesta por el Laboratorio Cen-
tral Veterinario de WEYBRIDGE, INGLATERRA (10) para traba-
jar diluciones iniciales de 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320;
diluciones verdaderas, pero se utilizaron las diluciones -
anteriores para simplificar la comparaci6n de los titulos-
en ambas pruebas cuando se emplearon los dos diferentes an

tigenos.



sis caprina constituye como un problema importante de Sa
lud Pablica en México, siendo necesario el realizar traba

jos de investigacifén para determinar la magnitud del pro
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CONCLUSIONES
Con el uso de la prueba de .aglutinacibén esténdar en -
tubo modificada con EDTA se aumenté la especificidad

en un 87% en comparacién con las pruebas de aglutina-

ci6n estandar en tubo y 2 mercaptoetanol.

ciones vaginales por carecer de antisueros monoespe -
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ademds de los Bacteriéfagos Bk {Berkeley) y Tb (Tbi

lisi).

En el presente trabajo se demuestra que la Brucelo

blema.
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