
COMPARACION DE TRES CEPAS DE Brucefla melitensis PARA LA OBTENCION 
DE ANTIGENO POLlSACARIDO-B, UTILIZADO EN EL DIAGNOSTICO DE L.A 

BRUCELOSIS BOVINA * 

INTRODUCCION 

En México, la brucelosis del ganado 
bovino tiene una distribución muy 
amplia, el sureste es la zona de mayor 
incidencia, después el centro y las 
zonas costeras, y por último la parte 
norte del país donde disminuye en 
forma considerable,debido sobre todo 
a las condiciones de explotación, que 
en su mayoría son de tipo extensivo. 
Existe una incidencia muy alta de 
brucelosis en las cuencas lecheras del 
país, que es independiente a su 
localización geográfica, provocada por 
las condiciones de manejo,que en gran 
parte son de tipo intensivo y están 
sujetas a alta productividad,lo que hace 
al ganado más suscept I ble para con­
traer esta enfermedad (Rodríguez,1978). 

Entre las bases generales para el 
control y prevención de la bruoelosis en 
bovinos se encuentran la identificación 
y eliminación de animales infectados, 
aunados a los programas de vacuna­
ción. En la brucelosis en particular, es 
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necesario distinguir entre anticuerpos 
{Ac} . por infección natural y los 
producidos por reciente vacunación 
con la cepa 19 de Brucella abortus 
(Nicoletti, 1978; Díaz y coL, 1979; 
Jones y col., 1980). 

Las dificultades técnicas que ofrece 
el diagnóstico de esta enfermedad han 
creado la necesidad de desarrollar 
investigaciones que incrementen la 
eficiencia de las pruebas de laboratorio 
(Díaz y col., 1979; Jones y col., 1980). 

En 1980, Jones y coL, encontraron 
que la prueba de inmunodifusión radial 
(DR) , con la utilización de un antígeno 
pOlisacárido, denominado polisacarido 
-B (poli-B), obtenido a partir de la cepa 
B-115 de Brucella melitensis, t uva una 
especificidad alta (80%), en compara­
ción con las pruebas de tarjeta (41 .9%) 
rivanol (42.3%) y fijación de comple­
mento (66%); aunque su sensibilidad 
fue menor (87.8%) comparada con 
fijación de complemento (97.6%), riva­
nol (99.5 %) Y tarjeta (1 00%) . 
. El antígeno poli-B precipita en la 
prueba de DR con sueros de animales 
infectados, pera no con los sueros de 
animales vacunados con la cepa 19 de 
B. abortus. La prueba de DR con el 
antígeno poli-B puede ser aplicada a 
sueros de animales que recién han sido 

---------- ._-_......_-~.__...._-­

155 



I 

vacunados, lo que no es posible con 
otras' pruebas serodiagnósticas de 
rutina, ya que las aglutininas posvacu­
nales y anticuerpos fijadores de com­
plemento aún estan presentes, y por 
esta razón, existe un gran número de 
reactores. positivos en dichas pruebas 
CDíazvcol .. 1979L 

Diaz y col., en 1968, demostraron 
por inmunoelectroforesis que extractos 
obtenidos de cepa$' lisas de B. abonus 
y B. melltensis con ácido tricloroacéti­
co, éter-agua y fenol-agua, contienen 
dos componentes de movilidad catódi­
ca. Uno de ellos ha sido identificado 
como un complejo LPS-proteína (S­
LPS) con actividad endotóxica y espe­
cificidad para aglutinógenos superfi­
ciales de cepas lisas de Brucella .EI 
otro componente se distingue por su 
facilidad de difundir en las pruebas de 
inmunoelectroforesis e inmunodifu­
sión, carece de actividad endotóxica, 
posee gran cantidad de carbohidratos y 
ha sido llamado "componente-1", "se­
gt,Jndo polisacárido" o "polisacárido-B" 
(MQrenoycol., 1981; Díazycol., 1968). 

En apariencia este último compo­
nente no juega ningún papel de impor­
tancia en pruebas de aglutinación, ya 
que los Ac dirigidos contra este 
polisacárido, presentes en .c"5ueros de 

. animales infectados, pueden ser remo­
vidos por adsorción con el antígeno 
especifico, sin que se vean afectados 
los Utulos de aglutininas en el suero 
(Díaz y col., 1979). 

El antígeno poli-B se encuentra 
presente en la superficie celular de 
cepas lisas de Brucella, pero sólo se ha 
podido obtener a partir de la fracción 
soluble del citoplasma de cepas rugo­
sas de la cepa B-115 deBo melitensis, 
según las investigaciones realizadas 
por Díaz y col., 1979 con experimentos 
de adsorción de cepas de Brucella spp 
(rugosas y lisas) y extractos sonicados 
de las mismas. Dicho~ resultados 
fueron confirl""~dos por Moreno y col., 
1981, cuando fracciones solubles del 

citoplasma y de la membrana celular 
fueron extraídas con ácido tricloracéti­
co y el poli-B pudo ser detectado sólo 
en la fracción citoplasmática de la cepa 
rugosa de B. melitensis B-115. 

Además, debido a que las fraccio­
nes solubles del citoplasma quizá 
incluyan productos liberados del espa­
cio periplásmico después de la ruptura 
de la célula, es probable que el poli-B 
sea un componente del espacio peri­
plásmico.. 

En general, los diferentes análisis 
químicos practicados al poli-B revelan 
que este contiene: 83% de carbohidra­
tos, 5% de ácidos nucleicos, 5% de 
proteínas; sin embargo, no contiene lí­
pidos, 2-keto-3-Deoxioctonato (KDO) , 
ni heptosas, como antes se había 
determinado (Carroll y col., 1978;' 
Moreno y coL, 1981). Las investigacio­
nes químicas realizadas por Lacave y 
coL, (1969), manifestaron los resulta­
dos de un importante estudio compara­
tivo entre las fracciones LPS y polisa­
cárido de B. melitensis y demuestran 
que la principal diferencia entre ambas 
fracciones es la presencia de pequeñas. 
cantidades de lípido-A (1 %) en el LPS. 
El comportamiento de fracciones LPS 
polisacárido sobre columnas de DEAE- . 
celulosa es muy similar y las pequeñas 
diferencias observadas pueden ser 
explicadas por cambios debidos a la 
solubilidad del lípido-A, presente en el 
LPS. 

El objetivo principal de este trabajo 
fue determinar cual de tres diferentes 
cepasdeB. melitensis, dos lisas: 16-M 
y Rev-1, y una rugosa: B-115, producía 
una mayor cantidad de antígeno poli-B, 
util izado en la prueba de DR para el 
diagnóstico de brucelosis bovina. 

MATERIAL Y METODOS 

El experimento fue llevado a cabo en 
dos fases: 

La primera f, 
obtención y cor 
miento de los pe 
diferentes cepas ( 
Rev-1 y B-115. 

En la segund 
efectividad diagr 
poi isacáridos-B 
prueba de DR par 
sospechosos a UI 
celia de aquellos 
con la cepa 19 de 
dosis reducida, ( 
maO. 
FASE 1. Extraccil 
dos-B de tres cep. 

Se utilizaron 
melitensis (provl 
del Proyecto de 
rianas de los Rurr 
rio, INIFAP-SARI 
16-M y Rev-1 una 

Las diferentes 
sis fueron cultiVé 
dual, según la 
Alton y coi., (197~ 
con medio sólido 
incubaron durantl 
estufa bacteriolé 
cosecharse con u 
ro de sodio 0.15 I 
Díaz y col., 1979). 

La obtención ( 
basó en la ex 
tricloroacético O.! 
pitación con etan 
coL, 1979). 

-Se empleó el r 
extracción indep! 
utilizadas; se rea 
nes para la obten 
de las diferentes 
sis. El paquete CE 
cepa fue ajusta 
correspondiente, 
con el fin de est 
ción real entre 
producción de p 
cepas. 
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La primera fase consistió en la 
obtención y comparación del rendi­
miento de los polisacáridos-B de tres 
diferentes cepas de B. melitensis: 16-M 
Rev-1 y B-115. 

En la segunda fase se evaluó la 
efectividad diagnóstica de los tres 
polisacáridos-B optenidos, ante la 
prueba de DR para diferenciar bovinos 
sospechosos a una infección por Bru­
celia de aquellos anim~.les vacunados 
con la cepa 19 de B. abortus (tanto con 
dosis reducida, como con dosis nor­
mal). 
FASE ,. Extracción de los polisacári­
dos-B de tres cepas de B. melltensis. 

Se utilizaron r_scepas de B:­
melitensis (provenientes del ceparia 
del Proyecto de Enfermedades Bacte­
rianas de los Rumiantes, Sector Pecua­
rio, INIFAP-SARH) dos de ellas lisas: 
16-M y Rev-1 una rugosa B-115. 

Las diferentes cepas de B. meliten­
sis fueron cultivadas en forma indivi­
dual, según la técnica descrita por 
Alton y col., (1975) , en frascos de Roux 
con medio sólido de tripticasa-soya; se 
incubaron durante 48 h a 37°C en una 
estufa bacteriológica, para después 
cosecharse con una so.ución de cloru­
ro de sodio 0.15 M (Alton y col., 1975; 
Díaz y col. , 1979) . . 

La obtención del antígenPP2'1,:1? se 
basó eh la extracción cOh,:'ié1tlo 
tricloroacético 0.5 M Y posterior preci­
pitación con etaflol frío al 95% (Diaz y 
coL, 1979).. : 

"Se empleó el mismo método para la 
extracción Independiente de las cepas 
utilizadas; se realizaron tres repeticio­
nes para la obtención de poli-B a partir 
de las diferentes cepas de B. meuten­
sls. El 'paquete celular húmedo de cada 
cepa fue ajustado en la extracción 
correspondiente, a un mismo peso, 
con el fin de establecer una compara­

"ción real entre el rendimiento de la 
prodUCCión de poli-B de las distintas 
cepas. 

La cuantificación de poli-B conteni­
do en cada mi de solución de los 
diferentes antígenos ,se realizó de 
acuerdo a la técnica descrita po'r 
Dubois y col., (1956) en la que se 
determina la cantidad de carbohidrato 
por referencia a una curva estándar de 
glucosa. Las lecturas fueron realizadas 
en el espectrofotómetro". con una 
longitud de onda de 490 nm. Todas las 
determinaciones se realizaron por du­
plicado. 

El análisis estadístiéo utilizado para 
la comparaCión del rendimiento (en¡og) 
en cuanto a la producción de poli-B a 
partir de las tres cepas de B. melitensis 
fue: análisis de varianza (ANDEVA) y la 
prueba de significancia de Tukey 
(Wayne, 1979) . 

FASE 11. Evaluación de la efectividad de 
los polisacáridos-B obtenidos. 

se examinaron un total de 61 sueros 
de bovinos qué fueron clasificados 
dentro de cuatro grupos. ' 

A todos los sueros se les realizaron 
las Siguientes pruebas serológicas de 
rutina) según la técnica descrita por 
Alton y coL, (1975), con el fin de 
determinar la presencia de Ac contra 
Brucella: 

OPrueba de tarjeta. 
ii) Prueba de'agl utinación lenta en 

tubo. 
iii) Prueba de aglutinación con 2-Mer­

captoetanol (2-ME). 

A estos sueros se les realizó 
después la prueba de DR, con el 
empleo de los polisacáridos-B obt~ni­
dos de las cepas 16-M, Rev-1 y B-115 
de B. melitensls. 

El gel fue preparado con agarosa al 
1.6% disuelta en amortiguador glicina­
NaOH 0.1 M pH = 8.6. Por otro lado, 
los polisacáridos-B de cada una de las 
diferentes cepa's de B. melitenesis 
(previa liofilización) se colocaron tam­
bién en amortiguador glicina-NaOH 
.. Spectronic-20 de Bausch & Lomb. 
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0.1 M pH = 8.6, adicionado con un 
20% de cloruro de sodio, para obtener 

. una concentración final de polisacári~ 
do-B entre 40- 42}lg/ml de gel (Díaz y 
col., 1979). Luego se mezclaron volú­
menes equivalentes del gel con cada 
unade las soluciones de poli~B, ambos 
a 65°C en baño maría, y se depositaron 
4 mi de la mezcla correspondiente en 
cajas petri de vidrio ,(con un diámetro 
de 5.5 cm), colocadas sobre una 
superficie plana. Se dejaron solidificar 
los geles que quedaron con un 
espesor de 2 mm y un diámetro de 5 
mm, en cada pozo se colocaron 25}t1 
de suero (Díaz y col., 1979; Morilla y 
Bautista, 1986). 

Los cuatro grupos de sueros de los 
bo"il1os estuvieron constituidos de la 
siguiente manera: 

a) Grupo 1: Se incluyeron 15 sueros 
de animales sospechosos a una infec­
ción por Brucella, con base en los 
resultados de las pruebas serológicas 
antes realizadas. 

b) Grupo 11: Estuvo constituido por 
15 sueros ge bovinos, seleccionados al 
azar y muestreados después de un 
año de la vacunación en edad adulta, 
con la dosis reducida (3x109 U.F.C./ 
mi) de la cepa 19 de B. abortus. 

c) Grupo 111. Fue compuesto por 
15 sueros de bovinos, seleccionados al 
azar y muestreados después de un año 
de la vacunación entre los tres y seis 

. meses de edad con la dosis completa 
(9x10 '0 U.F.C./ml) de la cepa 19 de B. 
abortus. 

d) Grupo IV: Lo integraron 15 sueros 
de animales sin antecedentes de 
vacunación con la cepa 19 de B: abor­
tu~ ~ negativ?s a las pruebas serodiag­
nostlcas realIzadas con anterioridad. 

Además se utilizó un suero control 
positivo de referencia, donado por el 
National Animal Disease Laboratories 
Center U.S. Department of Agriculture, 
Ames,lowa. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

El Cuadro 1 presenta los resultados 
obtenidos en el rendimiento de antíge­
no polisacárido-B de las cepas 16M, 
Rev-1 y 8-115 de B. melitensis, con 
base en 1 g de peso húmedo de 
bacterias, utilizado para llevar a cabo la 
extracción del antígeno. 

En estudios previos, diversos auto­
res (Díaz y col., 1979; Jones y col., 
1980), con el empleo del método 
utilizado en este trabajo para la 
extracción de poli-B a partir de la cepa 
B-115 de B. melitensis, han demostra­
do que dicho antígeno precipita en la 
prueba de DR sólo con sueros de 
animales infectados. 

Ontiveros y Tenorio, (1984) utiliza­
ron la cepa lisa de B. melitensis Rev-1 
para la obtención de poli-B y mostraron 
que dicho antígeno puede utilizarse 
con bastante eficiencia en la prueba de 
DR para diferenciar bovinos infectados· 
en forma natural, de aquellos animales 
vacunados con ·'a cepa 19 de B. 
abortus. 

En 1981 , Díaz y col., concl uyen que 
el polisacárido-B obtenido a partir de la 

cepa lisa 16M de B. melitensis por !él 

vía inmunológica no puede distinguirse 

del polisacárido-B obtenido de la cepa 


. rugosa B-115 de B. melitensis y del 

polisacárido-B presente en la fracción 5 

de Redfearn. 

Sin embargo, no se habia llevado a­
cabo una comparación entre las dife­
r~ntes cepas de B. melitensis (dos 
lIsas: 16-M y Rev-l, y una rugosa: 
B-115) , bajo condiciones similares de 
experi mentación, pesos constantes de 
p~quete ~elular para cada cepa y un 
mIsmo metodo de extracción y cuanti­
ficación del polisacárido, con la finali­
dad de evaluar cuál de ellas producía 
una mayor cantidad del antígeno 
polisacárido-B utilizado en la prueba de 
DR para el diagnóstico de brucelosis 
bovina. 
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CUADRO No.1.- COMPARACION DEL RENDIMIENTO DE ANTIGENO POLISARIDO B (Mg) 

ENTRE 	 TRES CEPAS DE Bruce11 a me 1itens i s, A Pl\RTIR DE 1 9 

DE PAQUETE CELULAR HUMEDO. 

Repetición Cepas 

16 

de 

M 

Brucella 

Rev 

melitensis 

1 tI-116 

1 143.2 94.5 28.5 

2 203.4 175.0 72.1 

3 363.1 337.5 123.6 

X 	 236.6a 
202.3a 

74.7b 

a.b. 	Valores con dtstinta lfteral muestran diferencia estadrs­
tica (p< 0.05) 

En el Cuadro 1 puede apreciarse que 
la cantidad de poli-B obtenida a partir 
de las cepas lisas (16-M y Rev-1) de B. 
meliténsis fue mucho mayor qúe la 
producida por la cepa rugosa (B-115) 
de B. melltensis, al respecto, Diaz y 
coL, (1981), encuentran diferencias 
importantes en el rendimiento de 
polisacárido-B obtenido a partir de dos 
cepas de B. melitensis; y notifican un 
rendimiento del 1.5% para la 16-M, 
contra 0.5% obtenido de la B-115, lo 
que concuerda con los resultados del 
presente trabajo, en el que se encontró 
que las cepas lisas de B. melitensis 
(16-M y Rev-1) tuvieron un rendimiento 
de poi isacárido-Bcasi tres veces mayor 
que el de la cepa rugosa (B-115) de B. 
melitensis . 

En el Cuadro 1 se muestrañ -Tos 
resultados del análisis estadístico que 
compara el rendimiento obtenido de 
los tres diferentes polisacáridos-B. 

El análisis estadístico utilizado para 
la comparación del rendimiento de 
polisacárido-B obtenido a partir de 
cada cepa, no mostró una diferencia 
estadística significativa entre las cepas 

lisas (16-M Y Rev-1) sin embargo, al 
comparar estas dos con la cepa rugosa 
(B-115) si se encontró diferencia (P< 
0.05) . 

Evaluación de la efectividad de los 
tres diferentes polisacáridos-B: 

En el Cuadro 2 se presenta el 
comportamiento de los 61 sueros de 
bovinos muestreados, tanto de las 

•pruebas serológicas de aglutinación, 
como de la prueba de inmunodifusión 
radial, con la utilización de tres 
diferentes polisacáridos-B obtenidos. 

En el Grupo I de bovinos sospecho­
sos a la infección por Brucella, 13 
resultaron positivos a aglutinación con 
2 mercaptoetanol (2-ME) , 12 fueron 
positivos con títulos de 1 :200 y uno con 
título de 1:100, estos 13 sueros dieron 
positividad en la prueba de IDR con los 
tres diferentes polisacáridos-B. Es 
importante notar en el Gupo 11 que el 
total de animales vacunados con dosis 
reducida (3x1Q9 U.F.C/ml) de cepa 19 
de B. abortus, son positivos a la prueba 
de aglutinación en tubo con titulos 
diferentes, pero sólo cuatro de ellos 
son positivos a la prueba de aglutina­
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CUA¡)~O No. ~.- RESULTADiJS DE LAS PRUEBAS DE AGLUTIr1ACION y DE IímUNODIFUSION RAOIAL EXPRESADOS EN PORCENTAJES, DE L'JS 

CUAIRO 3RUPOS DE 30VI UOS 1·1UE5TREI\DOS. 

AglutlnaClon con nm nodlfuSlón ad 1 a L ..J 
~ar 'eta Aolutinación en tubo 2-MercaDtoetanol 16 M REV 1 U-II :) i 

- + - 1:25 1:50 1: 100 1:200 - 1:25 1:50 1:100 1:200 - + - + - + 

\;iru"o 
1 J 100 O O O 6.6 93.4 J 1J.4 () 6.6 dO 13.4 36.t 13.4 do.ti 13 .'1 d6.6 

i:iru¡Jo 
1 I 46.6 53.4 O 26.6 46.6 6.6 20.2 53.4 20 26.6 O O 100 O 100 0 10.J J 

:iru¡Jo 
III lb.o 53.4 33.3 20 33.3 O 13.4 56.6 13.4 6.6 O 13.4 81).6 13.4 d6.6 13.4 36.6 13.4 

---~~-

brupO 
IV 100 O 100 O O O O 100 O O O O 100 O 100 O 100 O , 

\..ontroi 
+ lOJ O O O O O 100 J O O O 100 O 100 O 100 O 1JO 



,cion con 2-MEcon'títulO 'de 1 :50.. ,Pd,r,otro laQo,'Oíaz y coL, (1981): 
Todos los animales de este 'grupo con el uso de poll~B obtenido a paFtir 
fueron negativos en la prUeba de DA . de·ta cepa 16-M de B.melltensls, en la 

,con los tres polisacári'dos-B., ' , prueba de DR, notifican un 78.3% de 
Por 10 que respecta al Grl,lpo fII,de'. reactores positivos en animales sos pe­

animales vacunados con dosis normal chasos a una, In'fección por 'Bl1Jcella; 
,(9x10tO U.F.C./ml) de 'a cepa 19 deBo 88.6% de positivos en animales Infee­
abortus, los sueros de' dos animales' ,tados énforma expertmental con una 
resultaron positivos en la .pruébadeDR cepa virulenta de •• IIbortuI, aunque en 
con los tres polisaoáridos-B,sinem- ~ántmalesvacunados tento con dosis 
bargo, estos sueros también fueron ,reducida(5x10t U~F.C.Jml) como con 
positivos en las pruebas de aglutina- dosis completa (9x1OW U.F.C./ml) de 
ctón en tubo y con ,2-ME;, en 'los que lá cépá 19 de 8. abc)ñUs I no'encontra­
presentaron títulos muyelevado$. ' 'ron ningún reactor positivo. 

I;nel últirno Grupo (IV) tQdos,los' .' AI,~lear:e1 potl-B extraido de la 
animales resultaron seronegatlvos,tan-, _~e.,115,(je B.. IIIIiHt""", J~e!S y, 
to en laspruebas de IilQtutinaci6n90mo 
en la de DA. El suero control positivo 
presentó títulos elevados de 1 :200 en 
todas las pruebas ypudo observarse la 
formación de un halo de precipitación 
en la prueba de DR con los', tres 
diterentes pQlIsacáridos-B. 
. ,Con respecto-a ta evalÍJación:de,la 

éfec1ivldadae losdiferenles' Pólisacári­
dos-B al ser utilizados en la prueba de 
DR, Ontiveros y Tenorio, (1984), ccm el 

c9/., (1980) encontraron ~n anrmales 
Tnfectados en formaexpénmental, un 
Q(}% de reactores. positivos en la 
prueba ~e DR; en a",mal~~' vacunados 

con dOSIS normal F·8X10 U.~ ..C./ml) 
pres~ntan un 4.3 ?,~de pOSItiVOS y 

,"ningun reactor poSitiVO en el grupo d.e 
animales vacunados con dosis r(:lducl­
da,(5x10' U.F ..C./mttgeJa cepa 19 de 
B. abortus. Como puede observar.se en 
.en el Cuadro 2, en este. tr~baJo se 

empleo de poi i..B obtenido apartil" de la ,encontraron r~ultados slr:"lar7~ al 
cepa Rev-1 de B. meUtensis encontra- usar los' tres diferentes pollsacandos 

. ron' un 94% de reactores positivos en en la prueba de DA. 
un grupo de animales in!ectado$t sóló, ' CONCWSIONES ' 

,	un 11 % de reactores positivos en ' . 
animales vacunados con;dosis norma., Las cepas liSas de B.melitansls (16-M 
(9X10t U.F.C/ml) de la cepa·19 de B.LRev-1, f~eron las inás adecuadas para 
abortus y u.n 3% ,de reactores pOSitivos 
en 'animales vacunados con ~dosis· 
reducida (4.5x10' U,F.C/ml)de cepa 19 
de B. abortus. Estosqatos concuer­
dan con los obtenidos en este tra­
bajo, ya que resultó un 86.6% de 
reactores positivos en el grupo de 
animales sospechosos a una infección 
por Brucella; un 13.3% de reactores 
positivos en animales vacunados con 
dosis normal (9x10 '0 U.F.C./ml y un 
0% en animales vacunados con dosis 
reducida (3x109 U.F.C. /ml). 

la obtención. del . polisacárido-B, ya 
Jiue eJ.. rendilTliento en).tg obtenido a 
partir de éstas, fue casi' tres veces 
mayor.que,el de la cepa rugosa (B-115) 
deB.melitensis. 

.Las cepas lisas (16-M y Rev-1) de B. 
malltensls presentaron un rendimiento 
'similar en cuanto a la producción de 
poliaacárrdo-B, sin embargo, es Lmpor­
tante sei"lalar que la cepa 16-M es más 
virulenta que la Rev-1 y por lo tanto, su 
manipulación en el laboratorio implica 
mayores riesgos. 
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Al aplicar la prueba de DR, con cada 
uno de los polisacáridos-B obtenidos, 
se pueden diferenciar animales sospe­
chosos de una infección por brucelas 
de los que fueron vacunados, ya sea 
con dosis reducida o dosis completa, 
de la cepa 19 de B. abortus . 
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