COMPARACION DE TRES CEPAS DE Brucella melitensis PARA LA OBTENCION
DE ANTIGENO POLISACARIDO-B, UTILIZADO EN EL DIAGNOSTICO DE LA
BRUCELOQSIS BOVINA *

INTRODUCCION

En México, la brucelosis del ganado
bovino tiene una distribucidn muy
amplia, el sureste es ia zona de mayor
incidencia, después el centro y las
zonas costeras,y por Ultimo la parte
norte del pais donde disminuye en
forma considerable,debido sobre todo
a las .condiciones de explotacion, que
en su mayoria son de tipo extensivo.
Existe una incidencia muy alta de
brucelosis en las cuencas lecheras del
pais, que es independiente a su
localizacion geografica, provocada por
las condiciones de manejo,que en gran
parte son de.tipo intensivo y. estan
sujetas a alta productividad,lo que hace
al ganado mas susceptible para con-
traer esta enfermedad (Rodriguez,1978).

Entre las bases generales para el
control y prevencion de la brucelosis en
bovinos se encuentran la identificacion
y eliminaciéon de animales infectados,
aunados a los programas de vacuna-
cién. En la brucelosis en particular, es
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necesario- distinguir entre anticuerpos
(Acy . por -infeccion natural y los
producidos por reciente vacunacién
con la cepa 19 de Brucella abortus
{Nicoletti, 1978; Diaz y col., 1979;
Jones y col., 1980).

Las dmcuitades técnicas que ofrece
el diagnostico de esta enfermedad han
creado la necesidad de desarrollar
incrementen la
eficiencia de las pruebas de laboratorio
{Diaz y col., 1979; Jones y col., 1980).

En 1980, Jones y col., encontraron
que la prueba de inmunodifusion radial
(DR), con la utilizacion de un antigeno
polisacarido, denominado polisacarido
-B {poli-B}, obtenido a partir de la cepa
B-115 de Brucella melitensis, tuvo una
especificidad alta {80%), en compara-
cion con las pruebas de tarjeta (41.9%)
rivanol (42.3%) y fijacion de comple-
mento (86%); aunque su sensibilidad
fue menor (87.8%) comparada con
fijacion de complemento (97.6%), riva-
nol (99.5%;} v tarjeta (100%j) .

El antigeno poli-B precipita en la
prueba de DR con sueros de animales
infectados, pera no con |os.sueros de
animales vacunados con la cepa 19 de
B. abortus. La prueba de DR con el
antigeno poli-B puede ser aplicada a
sueros de animales que recién han sido
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vacunados, lo que no es posible con
otras pruebas serodiagnodsticas de
“rutina, ya que las aglutininas posvacu-
nales y anticuerpos fijadores de com-
plemento aln estan presentes, y por
esta razon, existe un gran nimero de
reactores.positivos en dichas pruebas

{Diaz v col.. 1979. S
Diaz y col., en 1968, demostraron

por inmunoelectroforesis que extractos
obtenidos de cepas lisas de B. abortus
y B. melitensis con acido tricloroacéti-
co, éter-agua y fenol-agua, contienen
dos componentes de movilidad catédi-
ca. Uno de ellos ha sido identificado
.como un complejo LPS-proteina (S-
LPS) con actividad endotdxica y espe-
cificidad para aglutinégenos superfi-
ciales de cepas lisas de Brucella. El
otro componente se distingue por su
facilidad de difundir en las pruebas de
inmunoelectroforesis e inmunodifu-
sion, carece de actividad endotoxica,
posee gran cantidad de carbohidratos y
ha sido llamado “componente-1”, “se-
gundo polisacarido” o “polisacarido-B”
(Moreno y col., 1981; Diaz y col., 1968).
En apariencia este Glitimo compo-
nente no juega ningtn papel de impor-
tancia en pruebas de aglutinacion, ya
que los Ac dirigidos contra este
polisacarido, presentes en -sueros de
_animales infectados, pueden ser remo-
vidos por adsorcion con el antigeno
especifico, sin que se vean afectados
los titulos de aglutininas en el suero
(Diaz y col., 1979.
El antigeno poli-B se encuentra
presente en la superficie celular de
cepas lisas de Brucella, pero sélo se ha

podido obtener a partir de la fraccidon

- soluble del citoplasma de cepas rugo-
sas de la cepa B-115 de B. melitensis,
segun las investigaciones realizadas
por Diaz y col., 1979 con experimentos
de adsorcion de cepas de Brucella spp
(rugosas y lisas) y extractos sonicados
de las mismas. Dichns resuitados
fueron confirrmados por Moreno y col.,
1981, cuando fracciones solubles del
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citoplasma y de la membrana celular
fueron extraidas con acido tricloracéti-
co y et poli-B pudo ser detectado sdlo
en la fraccion citoplasmatica de la cepa
rugosa deB. melitensis B-115.

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

En general, los diferentes analisis
quimicos practicados al poli-B revelan
que este contiene: 83% de carbohidra-
tos, 5% de acidos nucleicos, 5% de
proteinas; sin embargo, no contiene li-
pidos, 2-keto-3-Deoxioctonato (KDO),
ni heptosas, como antes se habia
determinado (Carroil y col., 1978;
Moreno y col., 1981). Las investigacio-
nes quimicas realizadas por Lacave y
col., (1969, manifestaron los resulta-
dos de un importante estudio compara-
tivo entre las fracciones LPS y polisa-
carido de B. melitensis y demuestran
que la principal diferencia entre ambas
fracciones es la presencia de pequefas.
cantidades de lipido-A (1%) en el LPS.
El comportamiento de fracciones LPS
polisacarido sobre columnas de DEAE- -
celulosa es muy similar y las pequefias
diferencias observadas pueden ser
explicadas por cambios debidos a la
solubilidad del lipido-A, presente en el
LPS.

£! objetivo principal de este trabajo
fue determinar cual de tres diferentes
cepas de B. melitensis, dos lisas: 16-M
y Rev-1, y una rugosa: B-115, producia
una mayor cantidad de antigeno poli-B,
utilizado en la prueba de DR para el
diagnostico de brucelosis bovina.

MATERIAL Y METODOS

Ei experimento fue llevado a cabo en
dos fases:



La primera fase consistié en la
obtencion y comparacion del rendi-
miento de los polisacéaridos-B de tres
diferentes cepas de B. melitensis : 16-M
Rev-1y B-115. .

En la segunda fase se evalud la
efectividad diagnéstica de los tres
polisacaridos-B obtenidos, ante la
prueba de DR para diferenciar bovinos
sospechosos a una infeccién por Bru-
cella de aquellos animales vacunados
con lacepa 19 de B. abortus (tanto con
dosis reducida, como con dosis nor-
mal). ,

FASE |. Extraccion de los polisacari-
dos-B de tres cepas de B. melitensis.

Se utilizaron téés cepas de B:
melitensis (provenientes del cepario
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, segun la técnica descrita por
Alton y col., (1975), en frascos de Roux
con medio sélido de tripticasa-soya; se
incubaron durante 48 h a 37°C en una
estufa bacterioldgica, para después
cosecharse con una sohlucion de cloru-
ro de sodio 0.15 M (Alton y col., 1975;

-Diazycol., 1979 .
La obtencnén del antigeno poli-B se
_bas6 en la extraccién con-&cido
tricloroacético 0.5 M y posterior preci-
pitacion con etanol fno al 95% (Diaz y
col., 1979).

Se empled el mismo método para la
extraccion independiente de las cepas
“utilizadas; se realizaron tres repeticio-
nes para la obtencion de poli-B a partir
de las diferentes cepas de B. melifen-
sis . El paquete celular humedo de cada
cepa fue ajustado en la extraccidon
correspondiente, a un mismo peso,
con el fin de establecer una compara-
.cién real entre el rendimiento de la
produccion de poli-B de las distintas
cepas. .

La cuantificacion de poli-B conteni-
do en cada ml de solucidn de los
diferentes antigenos .se realizd de
acuerdo a la técnica descrita por
Dubois y col., (1956} en la que se
determina la cantidad de carbohidrato
por referencia a una curva estandar de
glucosa. Las lecturas fueron realizadas
en el espectrofotémetro®, con una
longitud de onda de 490 nm. Todas las
determinaciones se realizaron por du-
phcado

El analisis estadistico utilizado para
la comparacion del rendimiento {en ug)
en cuanto a la produccién de poli-B a
partir de las tres cepas de B. melitensis
fue: analisis de varianza (ANDEVA) y la
prueba de significancia de Tukey
(Wayne, 1979).

FASE Il. Evaluacion de la efectividad de
los polisacéaridos-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 serologicas de
rutina, segun la técnica descrita por
Alton y col., (1975, con el fin de
determinar la presencia de Ac contra
Brucella:

) Prueba de tarjeta.

i) Prueba de aglutinacion lenta en
tubo.

iii) Prueba de aglutinacién con 2-Mer-
captoetanol (2-ME) .

A estos sueros se les realizd
después la prueba de DR, con el
empleo de los polisacaridos-B obténi-
dos de las cepas 16-M, Rev-1 y B-115
deB. melitensis.

El gel fue preparado con agarosa al
1.6% disuelta en amortiguador glicina-
NaOH 0.1M pH = 8.6. Por otro lado,
los polisacaridos-B de cada una de las
diferentes cepas de B. melitenesis
(previa liofilizacion) se colocaron tam-
bién en amortiguador glicina-NaOH

* Spectronic-20 de Bausch & Lomb.
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0.1M pH = 8.6, adicionado con un
20% de cloruro de sodio, para obtener
‘una concentracion final de polisacari-
‘do-B entre 40 - 42 ug/ml de gel (Diaz Y
col., 1979 . Luego se mezclaron vold-
menes equivalentes dei gel con cada
unade las soluciones de poli-B, ambos
a65°C en bafo maria, y se depositaron
4 mi de la mezcla correspondiente en
cajas petri de vidrio (con un diametro
de 5.5 cm), colocadas sobre una
superficie plana. Se dejaron solidificar
los geles que quedaron con un
espesor de 2 mm y un didmetro de 5
mm, en cada pozo se colocaron 25 ul
-de suero {Diaz y col., 1979; Morilla y
Bautista, 1986).

Los cuatro grupos de sueros de los
bovinos estuvieron constituidos de la
siguiente manera:

a) Grupo |: Se incluyeron 15 sueros
de animales sospechosos a una infec-
ciéon por Brucella, con base en los
resultados de las pruebas serologmas
antes realizadas.

b} Grupo H: Estuvo constituido por
15 sueros de bovinos, seleccionados al
azar
afo de la vacunacion en edad adulta,
con la dosis reducida (3x10® U.F.C./
mi) de lacepa 19 deB. abortus.
¢ Grupo lll. Fue compuesto por
.15 sueros de bovinos, seleccionados al
azar y muestreados después de un afio
- de la vacunacioén entre los tres y seis
‘meses de edad con la dosis completa
(9x10" U.F.C./ml) de la cepa 19 de B.
abortus .

d) Grupo IV: Lo integraron 15 sueros
de animales sin antecedentes de
vacunacion con la cepa 19 de B. abor-
tus y negativos a las pruebas serodiag-
nosticas realizadas con anterioridad.

Ademas se utilizé un suero control
positivo de referencia, donado por el
National Animal Disease Laboratories
Center U.S. Departrment of Agriculture,
Ames, lowa.
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y muestreados después de un

'RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 1 presenta los resultados
obtenidos en el rendimiento de antige-
no polisacérido-B de las cepas 16M,
Rev-1 y B-115 de B. melitensis, con
base en 1 g de peso humedo de
bacterias, utilizado para llevar a cabo la
extraccion del antngeno

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

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

En 1981, Diaz y col concluyen que
el pohsacando—B obtemdo apartirde la
cepa lisa 16M de B. melitensis por {2
via inmunolédgica no puede distinguirse
del polisacarido-B obtenido de la cepa
‘rugosa B-115 de B. melitensis y del
polisacarido-B presente en la fraccion 5
de Redfearn. .

Sin embargo, no se habia llevado a
cabo una comparacion entre las dife-
rentes cepas de B. melitensis (dos
lisas: 16-M y Rev-1, y una rugosa:
B-115, bajo condiciones similares de
experimentacion, pesos constantes de
paquete celular para cada cepa y un
mismo método de extraccion y cuanti-
ficacion del polisacarido, con la finali-
dad de evaluar cual de ellas producia
una mayor cantidad del antigeno
polisacéarido-B utilizado en la prueba de
DR para el diagnostico de brucelosis
bovina.



CUADRO No.1l.- COMPARACION DEL RENDIMIERTO DE ANTIGEND POLISARIDO B (Mg)
ENTRE TRES CEPAS DE Brucella m@1itensis, APARTIRDE 1 g

DE PAQUETE CELULAR HUMEDO .

Repeticidn Cepas de Brucella melitensis
16 M Rev 1 8-115

1 143.2 9.5 28.5

2 203.4 175.0 72.1

3 363.1 337.5 123.6

X 236.6° 202.32 74.7°

a.b. Valores con distinta
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.
melitensis fue mucho mayor que la
producida por la cepa rugosa (B-115)
de B. melitensis, al respecto, Diaz y
col., (1981), encuentran diferencias
importantes en el rendimiento de
polisacéarido-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
gue concuerda con los resultados del
presente {rabajo, en el que se encontrd
que las cepas lisas de B. melitensis
{16-M y Rev-1) tuvieron un rendimniiento
de polisacarido-B casi tres veces mayor
que el de la cepa rugosa (B-115) de B.
melitensis . e

En el Cuadro 1 se muestran los
resultados del analisis estadistico que
compara el rendimiento obtenido de
los tres diferentes polisacaridos-B.

El analisis estadistico utilizado para
la comparacion del rendimiento de
polisacarido-B obtenido a partir de
cada cepa, no mostré una diferencia
estadistica significativa entre las cepas

lite

ral

muestran diferencia estadfls~

lisas (16-M y Rev-1) sin embargo, al
comparar estas dos con ia cepa rugosa
(B-115 si se encontré diferencia (P«
0.05.

Evaluacién de la efectividad de los
tres diferentes polisacaridos-B:

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

_pruebas serologicas de aglutinacién,
como de la prueba de inmunodifusién
radial, con la utilizacién de tres
diferentes polisacaridos-B obtenidos.

En el Grupo | de bovines sospecho-
sos a la infeccién por Brucella, 13
resultaron positivos a aglutinacién con
2 mercaptoetano! (2-ME), 12 fueron
positivos con titulos de 1:200 y uno con
titulo de 1:100, estos 13 sueros dieron -
positividad en la prueba de IDR con los
tres diferentes polisacaridos-B. Es
importante notar en el Gupo i que el
total de animales vacunados con dosis
reducida (3x10°® U.F.C/ml) de cepa 19
deB. abortus, son positivos a la prueba
de aglutinacién en tubo con titulos
diferentes, pero soélo cuatro de elios
son positivos a la prueba de aglutina-
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CUADRQ No. 2.- RESULTADUS DE LAS PRUEBAS DE AGLUTINACION Y DE TNMUNODIFUSION RADIAL EXPRESADOS EN PORCENTAJES, DE LIS
CUATRO SRUPOS DE BOVINOS MUESTREADOS.

Aglutinacion con | Tnmunodifusidon Radial
carjeta Aglutinacidn en tubo 2-Mercaptoetano 16 M REV | B-113
- + - 1:2511:5011:100}1:200 - 11:2581:3011:100}1:200 - + - + - +
arupo , .
1 J  [100 0 0 0 6,6 [93.4 J 113,41 0 | 6.6 | &0 13.4 | 30.€ [ 13,4 ] ¢o.,8 [13.4 | 86,6
Grupo :
11 W5.6 [53.4 0 26.6]46.6 | 6.6 120.2 [53.4 ] 20 {26.6 O 0 100 2 1109 g 109 J
Srupo .
a1 6.6 [53.4 33.3 20 [33.3| 0 J13.4 |36.6[13.4]1 6.6 O [13.4 |85.6 |13.4 16.6]13.4 |36.6]13.4
Lrupo
v 100 0 100 0] 0 0 0 100 o] 0 0 0 100 J 100 g 100 o]
Controil -~ - ‘
+ 100 0 0 0 0 0 100 J 0 0 9 100 J (100 9 1100 0 {130




_cidén con 2-ME. con titulo -de 1:50. .

Todos los animales de este -grupo -
fueron negativos en la prueba de DR

“con los tres polisacaridos-B.

Por lo que respecta al Grupo III de-
animales vacunados con dosis normal -

{9x10%® U.F.C./ml) de la cepa 19 de B.

abortus, los sueros de dos animales’
resultaron positivos en la prueba de DR
con los tres polisacaridos-B, sin em-:
bargo, estos sueros también fueron
positivos en las pruebas de aglutina-
cién en tubo y con 2-ME; en los que -
presentaron titulos muy- elevados. .

En el aitimo Grupo W todos los
animales resultaron seronegativos, tan-
to en las pruebas de aglutinacién como -
en la de DR. E! suero control positivo
presento titulos elevados de 1:200 en
todas las pruebas y pudo observarse la
formacién de un halo de precipitacién
en la prueba de DR con los  tres
dlferentes polisacéaridos-B.

.Con respecto-a fa evaluacion de.la

: efechvrdad ‘de los diferentes polisacéri-

dos-B al ser utilizados en |a prueba de
DR, Ontiveros y Tenorio, (1984), con el
empleo depoli-B obtenido a pamr dé la

cepa Rev-1 de B. melitensis ercontra-

ron un 94% de reactores positivos en
~ un grupo de animales infectados; $616 .
‘'un 11% de reactores positivos en
. animales vacunados con;dosis. normat
- {9X10* U.F.C/ml) de la cepa-19 de B

abortus y un 3% de reactores positivos
en - animales vacunados - con dosis:
reducida (4.5x10® U.F.C/mi) de cepa 19
de B, abortus. Estos datos concuer-
dan con los obtenidos en este tra-.
bajo, ya que resultdé un 86.6% de
reactores positivos en el grupo de
animales sospechosos a una infeccién
por Brucella; un 13.3% de reactores
positivos en animales vacunados con
dosis normal (9x10* U.F.C./ml y un
0% en animales vacunados con dosis
reducida (3x10° U.F.C./ml).

Por: otro lacio Dlaz y col (1981).
con el ‘uso de poli- -B obtenido a partir
~de-la cepa 16-M de B. melitensis, en la
prueba de DR, notifican un 78.3% de
reactores positivos en animales sospe-
- thosos a una infeccién por Brucella;
' 88.6% de positivos en animales infec-
- tados eén forma experimental con una
cepawrulenta de 8. abortus, aunque en
“animales vacunados tento con dosis
. reducida (5x10° U.F.C./mi) como con
dosis completa (9x10® U.F.C./ml) de
- la cepa 19 de B. abortus ; no encontra-

*_ron ningun reactor positivo.

- Al emplear el poil-B extraido de la

- mpa B-115 de B. .melitenisis, Jones y .

col., (1980) encontrafon en animales’
Infectados en forma: expenmental un
90% de reactores posltivos en la
prueba de BR; en animales vacunados
con dosis normal (7.8x10"° U.F.C./ml)
‘presentan un 4.3% de positivos vy

—-mingUn reactor positivo en el grupo de

- animales vacunados con dosis. reduci-
da-(5x10° U.F.C./mi)-de la cepa 19 de
B. abortus. Como puede observarse en
en el Cuadro 2, en este trabajo se

__encontraron resultados: similares al

-usar los:tres diferentes pollsacandos
en lapruebade DR.

: CONCLUS}ONES
'Las cepas lisas de B. mamensis (16-M

-y Rev-1j fueron las méas adecuadas para

1a ‘obtencién. del _polisacérido-B, - ya
- que et rendimiento en ug obtenido a

- partir de estas, fue casi tres veces

mayor .que.el de la cepa rugosa (B-115
deB. melitensis.

-Las cepas lisas (16-M y Rev-1) deB.
melitensis presentaron un rendimiento
‘similar en cuanto a la produccson de
polisacéarido-B, sin embargo, es impor-
tante sefialar que la cepa 16-M es mas
virulenta que la Rev-1 v por lo tanto, su
manipulacion en el laboratorio implica
mayores riesgos.
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Al aplicar la prueba de DR, con cada
uno de los polisacaridos-B obtenidos,
se pueden diferenciar animales sospe-
chosos de una infeccion por brucelas
de los que fueron vacunados, ya sea
con dosis reducida o dosis completa,
de lacepa 19 deB. abortus.
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