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L ANTECEDENTES 

En el Salvador como en Centro América, la brucelosis bovina es una zoo

nOS1S reconocida. Se han hecho estudios de prevalencia en el área cen

troamericana, así tenemos que en Guatemala, la prevalencia difiere se~ 

gún las regiones desde el 1 hasta el 20%, para 1978 la prevalencia glo

bal se calculó del 6.1%; para Honduras de 25 a 48%, Nicaragua 2%. En 

1975 la prevalencia global en Costa Rica fue de 6.45%, Panamá de 2 a 

4.7% (35). En El Salvador, en 1977 Ruano, Matamoros hizo el estudio 

en todo el país y encontró una prevalencia de 1.36% al 2.10% (31); dos 

años después (1979) · Reyes y Rice reportan una prevalencia nacional de 

2.5% (26). Soriano, Zelaya, Morataya encontraron en la zona oriental 

una prevalencia de 2.6% habiendo muestreado 23.083 bovinos (34). 

Entre los estudios de brucelosis en hlUIlanos hechos en El Salvador es

tá el de Reyes Knoke en 1978, de 632 sueros hlUIlanos de grupos ocupacio

nales reportó un 0.15% (28). En 1970 Rodríguez en el Departamento de 

Santa A~a realizó un estudio en 466 hlUIlanos y obtuvo el 0.64% de reac

tores (29). 

Datos - sobre el aislamiento de la bacteria son pocos, así tenemos que 

en 1977 en Nicaragua se aisló por primera vez Brucella abortus biotipo 

1 y IV. En Guatemala hay reportes de aislamiento de Brucella en hlUIla

nos. 

Teniendo como referencia la información anterior y con el objeto de co

laborar más en este campo, se consideró oportuno realizar un estudio 

que comprendiera el uso de las diferentes pruebas serológicas con el 

fin de conocer sus ventajas, así como otros aspectos, Ejemplo~ el bac

teriológico en bovinos y leches, así mismo como se conoce muy poco so

bre serología y bacteriología en humanos se incluyeron muestras de san

gre de personas reportadas como procesos febriles de origen indetermi

nado, con el mismo objetivo se decidió incluir muestras de sangre de 
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' personas relacionadas con los bovinos (corra1eros, ordeñadores), y de 

esta forma tener informaci6h de todos los factores involucrados en la 

cadena epidernio16gica de la enfermedad. 
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11. REVISION DE LA LITERATURA 

l. HISTORIA 

.Las primeras investigaciones efectuadas en fOnna científica sobre bru

celosis, denominada t~bién como Melitococia, Fiebre Ondulente, Fiebre 

de V~lta, Fiebre del Mediterráneo (en el hombre), aborto contagioso, 

aborto infeccioso, aborto epiz06tico (anÍlrales) , enfennedad de Bang 

(bovinos), fueron las hechas en 1886 al aislarse un Micrococcus de un 

paciente humano, por el Británico David Bruce, quien atribuyó las enfer 

medades de los soldados de la isla de Malta a la leche de cabra infecta 

da con detenninadas bacterias;BTúcella melitensis (1). 

En 1897, Bernard Bang y Strebelt descubrieron el agente causal del abar 

to contagioso en el ganado bovino, afecci6n llamada "Enfennedad de 

Bang lt y 10 llamaron Bacillus abortus (2,3,4,5,7,9). 

En el año de 1914 Jacob Traum aisló otro microorganismo de fetos expul

sados prematuramente de las marranas y le llamó Brucella suis (2,3,4,5). 

En el año de 1918 Alice Evans, demostr6 el notable parecido de estas 

bacterias, en cuanto a morfología, cultivos y propiedades serológicas 

por lo que las consideró íntimamente relacionadas y les dió el nombre 

genérico de Brucella, estableciendo tres especies (2,3,4,5,7,12,13,14). 

En 1953, Buddle y Boyes en Australia y Nueva Zelandia · identificaron 

·Btucellá ·óvis como causa de epidemia en las ovejas (8). 

En 1957, Stonner y Lechrnan descubrieron una bacteria de característi

cas similares a las brucelas aisladas de un roedor (Neo toma lépida), al 

cual llamaron Brucella neotow~e (8). 

En 1966 Canninchael, aisló un cocobacilo de un feto abortado de una pe-
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rra la cual presentó similitudes al género Brucella y fue denominada 

Brucella canis (8). 

2. DISTRIBUCION 

Esta es una enfermedad de distribución cosmopolita. 

La distribución de las diferentes especies de Brucella y sus biotipos 

varía con las áreas geográficas. Brucella abortus es la que está más 

ampliamente difundida; Brucella suis y Brucella melitensis están dis 

tribuidas irregularmente; 'Brucella 'neotomae es una infección 'con • focos 

naturales en ciertos países del mundo (1). 

Esta enfermedad se ha ido difundiendo en forma excéntrica a partir de 

la isla de Malta, primero sobre los países que rodean el Mediterraneo 

y mas tarde cruzando los mares ,ha llegado a ocupar extensas zonas, 

siendo trasmitida por bovinos, suinos, caprinos, ovinos, equinos y ca

nlllOS; pero no hay huésped definido, sino que puede afectar a cual

quier mamífero e incluso a las aves en pocos casos (1). 

3. ETIOLOGIA 

El agente etiológico de la brucelosis del ganado bovino es Brucella 

abortus, además es patógena para el hombre. Esta especie comprende 

nueve biotipos, distinguiéndose unos de otros por sus reacciones bio

químicas y serológicas (Cepa de referencia Br. abortus 544) (2,16). 

Brucella melitensis: es el agente etiológico de la brucelbsis ovina y 

caprina; también es patógena para el ganado bovino y para el hombre. 

Esta especie comprende tres biotipos que se diferencian entre si por 

la aglutinación frente a sus sueros monoespecíficos (Cepa de referen

cia Br. melitensis 16 M) (3,4). 

Bruce1la suis: es el agente etiológico de la brucelosis de los cerdos 
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y además es altamente patógena para el hombre. Comprende cuatro bioti

pos (Cepa de referencia 'Br" 'stiis 1330) (3,4). 

' Brtice11áovis: produce la epididimitis del carnero, afectando princi

palmente el macho causando infecciones pasajeras en la hembra. No se 

ha comprobado que sea patógena para el hombre (3,16). 

Brticellá cáriis: es el agente etiológico de la bruce10sis en perros, 

afectando igual a ambos sexos. A excepción de pocos casos de infec

ción en el hombre, no se han reportado hasta la fecha infecciones de 

otras especies (3,16). 

Brucel1a neotomae: se aisló primeramente de ratas silvestres. Se des

conoce su importancia como patógena para animales domésticos y para el 

hombre (3,16). 

4. PATOGENIA 

La patogenicidad en los animales comienza con la invasión inicial, a 

continuación son atacados los nódulos regionales correspondientes y 

luego otros órganos linfoides como el bazo y nódulos mamarios e ilía

cos y por último el útero gestante, ubre,testículos y g,lándulas se

xuales accesorias, otros nódulos, bolsas y cápsulas articulares (33). 

s. MANIFESTACIONES CLINICAS 

El hombre puede infectarse con tres especies de Bruce11as, pero las 

infecciones por Br. me1itensis y Br. suis , suelen ser más graves que 

las producidas por Br . abortus. El período de incubación de la fiebre 

ondulante en el hOITDre varía mucho y es relativamente largo; puede ir 

de una semana a cuatro meses (7). 

La mortalidad es baja, de 2 a 3%. Pueden presentarse manifestaciones 

clínicas variables, y se conocen cinco tipos: 1) tipo intermitente con 
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reumatismo articular migratorio, debilidad, sudores nocturnos y tempera 

turas casi normal en la mañana, pero se sube hasta 38.5 ó 40°C en la 

tarde; en este cuadro el paciente permanece en cama durante la segunda 

parte "del día; 2) tipo ambulatorio con síntomas muy semejantes, pero 

aún más leves; tipo ondulante (infecciones generalizadas por militen

sis) caracterizado por aumentos progresivos de la temperatura de un 

día a otro hasta un máximo, y al cabo de algún tiempo descenso gradual 

de la misma; pueden repetirse varias veces estos " fenómenos; 3) tipo 

maligno (casi siempre infecciones por Br. melitensis) en el cual la tem 

peratura es alta y sostenida, con hiperpirexia muy intensa antes de la 

muerte; y 4) un tipo cr6nico atípico que puede tornar la forma de rigi

dez muscular, trastornos gástricos y síntomas neuro16gicos diversos. 

En general la fiebre ondulante es una enfermedad relativamente larga, 

de uno a cuatro meses, y no son raras las recaídas durante la convales 

cencia (7). 

En los bovinos los principales síntomas son: aborto después del quinto 

mes de gestación, metritis y retenciones placentarias. Pueden haber 

septicemias agudas y muerte en caso de haber infecciones mixtas y tam

bién septicemias con esterilidad. En el toro hay a veces orquitis y 

epididimitis, edema del escroto y esterilidad (8,33). 

6. TRATAMIENTO 

La mayor parte de las cepas de brucela son sensibles a la estreptomici

na y a las tetraciclinas. En las infecciones muy graves se ha recomen

dado el tratamiento combinado con ambos medicamentos. Aúnque su adrni

nistración puede ir seguida a los pocos días de mejoría de los síntomas, 

frecuentemente aparecen recaídas a menos que el tratamiento se prolon

gue corno mínimo tres a cuatro semanas, La dificultad de erradicar los 

organismos depende sin duda de su 10calizaci6n intracelular, que los 
protege por lo menos temporalmente de su acción de los medicamentos y 

de los anticuerpos (7). 
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7. METODOS DE DIAGNOSTICO 

El diagn6stico de bruce10sis puede ser dado por el laboratorio por me~ 

dio de pruebas sero16gicas y bactério1ógicas. Las pruebas sero1ógicas 

se basan en la detenci6n de anticuerpos presentes en el suero, entre 

estas pruebas tenemos: Rosa de Bengala, Prueba lenta en tubo (SAT) y 

Fijaci6n de complemento. En muestras de leche se emplea la prueba del 

anillo "Ring Test" (8). 

En las pruebas bacterio16gicas tenemos el aislamiento del microorgani~ 

IDO como método definitivo para el diagn6stico; además con el empleo de 

medios selectivos que contengan antibióticos, aumenta ' la posibilidad 

de aislar la Bruce11a. Entre las muestras de ' humanos que se pueden 

utilizar para el cultivo están: sangre, médula externa1, ganglios lin 

fáticos, etc. Entre las muestras de bovinos están: la placenta secre 

ciones vaginales, restos de aborto y leche (7). 

8. VACUNACION 

Para el control de la bruce10sis bovina en áreas enz06ticas con alta 

prevalencia se recomienda la vacunaci6n. La vacuna de elecci6n es la 

Bruce1la abortus Cepa 19, consagrada para uso universal, la protección 

que confiere durante, toda la vida útil al animal y su bajo costo. Para 

obviar su interferencia con el diagnóstico se recomienda limitar (por 

1egis1aci6n) la vacunación a animales de poca edad (terneras de 3 a 8 

meses), que pierden rapidamente los anticuerpos originados por la vacu 

na. Se estir.a que un 65% a 80% de los animales quedan protegidos con

tra la infección. 
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El efecto antiabortivo de la vacuna es muy pronunciado contra la .· in

fección, reduciéndose de tal manera una de las fuentes principales de 

la infección. Los machos no deben ser vacunados, ni tampoco las hem

bras de más de 8 meses de edad. Tampoco se recomienda la revacunación. 

El objetívo principal de un programa de vacunación sistemática y obli

gatoria de terneros en una zona o país es reducir la tasa de infección 

y obtener rebaños resistentes a la brucelosis, para luego emprender la 

erradicación. (1). 
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lIla O B JET I V O S 

10. ]nvestigar serológicamente la incidencia de brucelosis en humanos, 

bovinos y leche de bovinos. 

20. Comparar la sensibilidad y especialidad de las pruebas serológi

cas usadas en el presente estudio. 

30. Intentar el aislamiento e identificación de bacterias del género 

Brucella. 
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IV. MATERIALES Y METODOS 

1. METO DO DE CAMPO 

Se tomaron muestras de sangre por punción de la vena mediana cefálica 

de personas aparentemente sanas con relaci6n ocupacional (corraleros, 

ordeñadores), en haciendas del departamento de La Paz de El Salvador, 

Centro América. Así corno a pacientes del Instituto Salvadoreño del 

Seguro Social (ISSS) referidos corno procesos febriles de etiolog~a 

indeterminada o con sospecha de brucelosis sin llegar a un diagn6sti

co definitivo. 

Así mismo se tomaron muestras de sangre de bovinos por punci6n de la 

vena yugular seleccionados al azar; las muestras de sangre tanto de 

bovinos corno de humanos remitidas al laboratorio en tubos de ensayo, 

previamente identificados. Luego fueron remitidas al laboratorio de 

la Dirección General de Ganadería ~G) Cant6n El Matazano, Soyapan

go, para sus respectivos análisis. Para informaci6n complementaria 

fueron anotados en fichas elaboradas para tal fin, la que incluía: fe

cha de recolección de la muestra, identificaci6n de . las muestras, 

identificación del animal, si están vacunados, edad, sexo, raza, etc. 

Para obtener mayor informaci6n sobre la brucelosis, en un producto de 

rivado de los bovinos como es la leche, se colectó en frascos estéri

les para ser analizadas en el laboratorio de la Direcci6nGeneral de 

Ganadería (WAG) , ya que como se sabe es en la leche donde existe mas 
probabilidades de aislamiento de la Brucella. 

El número de muestras fue determinado arbitrariamente de la siguiente 
forma: 



M U E S T R A 

Personas aparentemente sanas, con 

relación ocupacional 

Personas febriles de etiología in

determinada 

Bovinos 

Leche de bovinos 

2. METODO DE LABORATORIO 

a) SEROLOGIA 

11. . 

NUMERO 

62 

61 

71 

52 

Inicialmente se procedió a efectuar la Prueba Rosa de Bengala como 

una prueba tamiz. Las muestras que resultaron positivas fueron ana

lizadas con la Prueba lenta en tubo y las que resultaron positivas a 

ésta, se les verific6 la Prueba de Fijación de Complemento. La le

che fue a,'lalizada con la Prueba de "Screening" Ring Test. 

Descrip~i6n dela~ Té~ni~as: 

• Prueba Rosa de Bengala: 

En el laboratorio se obtuvo el suero por centrifugación de las 

muestras durante 5 minutos a 3.000 rpm. Luego los sueros fueron 

colocados en recipientes previamente identificados. En los esp~ 

cios que trae la tarjeta para la prueba Rosa de Bengala, se depo 

sit6 0.03 1P~s. de suero, luego se añadió 0.03 mIs. de antígeno 

de Bnlcella (B-99) coloreado con Rosa de Bengala. A continuación 

se mezcló y después se agitó por 4 minutos haciendo la lectura 

que se basa en la detención de aglutinación resultante de la mez 

cla del antígeno con el anticuerpo presente en el suero. Cual

qUler grado de reacción, es confirmado con la prueba lenta en 

tubo. 
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• Prueba Lenta en Tubo: . 
a) Con una jeringa automática se colocó 0.5 mIs. de solución 

salina fenolada en cada uno de los 5 tubos plásticos corres

pondientes a las 5 diluciones trabajadas (1/10, 1/20, 1/40, 

1/80, 1/160). 

b) Con la jeringa se tomó 0.3 mIs. de solución salina fenolada 

al 0.5% y luego 0.2 mIs. de suero problema, llegando así a 

la marca de 0~5 mIs. 

c) Se depositó esta cantidad en el primer tubo, se mezcló y de~ 

pués se pasó 0.5 mIs. al siguiente tubo y así sucesivamente 

hasta descartar 0.5 mIs en el quinto tubo. 

d) Con una pipeta se agregó 0.5 mIs. de antígeno a cada tubo y 

se mezcló obteniendo así, las respectivas diluciones. 

e) El resultado se interpretó 20 horas después de una incuba

ción a 37°C. 

Los controles para la lectura de la prueba se hicieron diariamen

te y se incubaron junto a las pruebas. Para evaluar el grado de 

reacción, se compararon ;1 as pruebas con los controles. 

Como confirmación de los resultados a la prueba lenta en tubo, 

se usó la prueba de Fijación de Complemento. 

• Prueba de Fijaclon de ·Complemento: 

a) Al suero problema se le hizo una dilución 1:2 con buffer ve

ronal, se colocaron en baño de María a 56°C por 60 minutos 

para inactivar el Complemento. 

b) Al suero problema se le hizo diluciones seriadas de 1:10 has 

ta 1:2560 directamente en las excavaciones de la plac~. 
- -

c) Se agregó 0.2 mIs. de antígeno a cada excavación a excepción 

del control anticomplementario. 

d) Se añadió 0.2 mIs. de complemento a todas las excavaciones 

luego se incubó a 37°C por 30 minutos. Inmediatamente des 

pué s agregamos 0.4 mIs. del sistema hemolítico, incubamos 



nuevamente a 37°C por 30 minutos 

~) Interpretación de los resultados. 

13. 

• Prueba del Anillo "Ring Test" 

b) 

a) A un rnl. de leche se le añadió 0.03 mIs. de antígeno colorea

. do con hematoxilina, se mezcló por inversión, se incubó a 

37°C por· una hora. 

b) Los resultados se interpretan por apreciación con cruces. 

BACTERIOLOGIA 

Las muestras de sangre que resultaron positivas en la prueba de fija

ción de complemento, que es una prueba sensible y confiable en el diag

nóstico de Brucelosis y las muestras de leche que resultaron con pru~ 

ba de anillo positiva se les hizo cultivo en los siguientes medios: Pa 

ra las muestras de sangre fueron usados .Caldo de Tripticasa Soya e Infu 

sión Cerebro Corazón, estos se incubaron en Atmóstera de COZ; se obser

varon cada Z días haciendo frotis y coloración de Gram para ver si esta 

ba presente el cocobacilo Gram negativo. Las muestras de leche se sem

braron en GDA (Glicina dextrosa agar). 
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V l RESULTADOS y DISCUSION 

Para demostrar la evidencia sera lógica y bacteriológica de bruce10si~ 
se examinaron 62 sueros de personas en contacto con bovinos, 61 sue-

ros de personas febriles de etiología indeterminada, 71 sueros de bo

vinos adultos y S2 muestras de leche con diferente procedencia del 

país (Ver Tabla No. 1). 

Los resultados de las muestras de humanos con la Prueba Rosa de Benga

la fueron: los 62 sueros de personas en contacto con bovinos, resulta

ron todos negativos: de los 61 sueros de personas febriles de etiolo

gía indeterminada, uno resultó positivo (1.6%) y 60 negativos (98.4%). 

En la Prueba Lenta en tubo (SAT) el suero positivo (de persona febril) 

resultó sospechoso y en la Fijación de Complemento este suero resultó 

negativo. Por 10 que el resultado final de las muestras de humanos 

fue negativo. 

Los 71 sueros de bovinos en la Prueba Rosa de Bengala resultaron: -6 

positivos (8.4%) y 6S negativos (91.4%). 

Unicamente los 6 sueros positivos se sometieron a Prueba Lenta en Tu

bo (SAT) resultaron S positivos (7%) y un sospechoso (1.4%). 

A los S sueros positivos ye1suero sospechoso en la prueba lenta en 

tubo se les verificó la Prueba de Fijación de Complemento resultando 

5 positivos (7%) y un negativo (1.4%); de los S sueros positivos uno 

con 97 U.l. y cuatro con 222 U.l. (Ver Figura No. 1). 

De los 71 bovinos muestreados; 29 estaban vacunados, de los cuales so

lo 2 animales resultaron positivos (6.8%), 1 sospechoso (3.4%) Y 26 ne 

gativos (89.8%). De los 42 animales no vacunados resultaron 3 positi

vos (7.1%) Y 39 negativos (92.9%) (Ver Tabla No. 2). Se enfatiza que 
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para una correcta interpretaci6n es necesario conocer si los bovinos 

son vacunados o no, para así usar el Patr6n de Lectura e interpretar si 

un animal está siendo positivo por estar vacunado o positivo por estar 

enfermo (Ver' Figura No. 1). 

Las 52 muestras de leche de diferente procedencia se sometieron a Prue

ba de Anillo "Ring Test", resultándonos 5 positivas (9.6%) y 47 negati

vas (90.4%) (Ver Tabla No. 3). 

A las muestras de sangre de bovinos y a las muestras de leche que resul

taron positivas en el estudio sero16gico se les hizo un estudio bacte

rio16gico, usando medios selectivos, en los cuales obtuvimos crecimien

to de bacterias semejantes a cocobaci10s Gram negativos en los cultivos 

de las muestras de leche, no así en los cultivos procedentes de sangre, 

que resultaron negativos. El crecimiento de bacterias en los cultivos 

de leche no nos fue posible aislarlo, por ser la Btucé11a una bacteria 

fastidiosa que requiere de condiciones especiales pór 10 que el resul

tado final de nuestro estudio bacterio16gico fue negativo. 

E~ nuestro estudio sero16gico en humanos obtuvimos un resultado negati

vo, a diferencia de estudios de Prevalencia anteriores realizados por 

Rodríguez en 1970 (26) Y Reyes Knoke en 1978 (25) ellos tomaron un ma

yor número de muestras y obtuvieron 0.64% y 0.15% respectivamente. 

En cuanto al resultado sero16gico de bovinos obtuvimos una evidencia de 

0.35% en el área estudiada del Departamento de La Paz; Reyes Knoke en 

el estudio "Prevalencia Sero16gica de Bruce10sis" reporta para este de

partamento el 2.7% (24). Considerando que a pesar de ser un . porcentaje 

.. menor, nuestro estudio ref1ej a la existencia de la enfermedad. Debernos 

de hacer notar que, cuando mencionamos la palabra evidencia en . nuestro 

estudio nos refer~os a que sí encontramos la enfermedad; pero no pode

rnos mencionar prevalencia por no haber estudiado un número significati
vo de mues tras . 
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Con respecto a las ventajas que pueden ofrecernos estas pruebas serol6~ 

gicas tenemos: 

a) La prueba Rosa de Bengala permiti6 procesar en corto tiempo todas 
... 

las muestras empleadas en nuestro estudio, en la cual se uso poco 

material y reactivo, la interpretaci6n es fácil y da resultados 

positivos y negativos; reduciendo así la cantidad de muestras para 

procesarlas en las otras pruebas. 

b) La prueba Lenta en tubo (SAT) que emplea mayor cantidad de mate

rial y reactivo, el procesamiento es lento, pero sin embargo, nos 

da resultados más confiables que la prueba Rosa de Bengala, dando 

lecturas de negativo, sospechoso y positivo. Esta prueba tiene li 

mitantes corno sonIa de no poder diferenciar anticuerpos vacuna

les (Cepa 19) de aquellos anticuerpos producidos por una infecci6n 

natural; y también da reacciones cruzadas con anticuerpos de otros 

micro-organismos (8). 

c) La prueba de Fijaci6n de Complemento, en ésta el procedimiento es • 
más delicado, es la que nos confirm6 los resultados sospechosos y 

positivos. 

Estudios anteriores de Fijaci6n de Complemento han demostrado .que 

esta prueba distingue anticuerpos vacunales de anticuerpos natura

les, que detecta anticuerpos de infecci6n recientes o estados de 

cronicidad (8), por 10 que se considera un método de análisis es

pecífico, exacto y sens ible. La combinación de las dos últimas 

pruebas mencionadas nos proporcionaron en este estudio, una iden
tificaci6n eficiente de los animales infectados. 

d} :La prueba del Anillo "Ring Test", es una prueba sencilla, de fácil 

interpretaci6n que permite localizar con pocos gastos los rebaños 

de vacas lecheras infectadas y evita proceder a largas pruebas se

ro16gicas en rebaños sanos, permitiendo realizar sondeosfrecuen

tes para descubrir focos de infección. 
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VI. RESUMEN 

El presente estudio se efectuó para determinar la evidencia sero1ógica 

y bacteriológica de infección bruce1ósica en humanos, bovinos y mues

tras de leche en un área del departamento de la Paz, República de El 

Salvador, C.A. 

Se muestrearon 62 personas en contacto con bovinos, 61 personas con 

proceso febril de etiología indeterminada, 71 bovinos de diferente 

sexo y edad. 

Todos los sueros de las muestras extraídas, fueron sometidas a la Prue

ba Rosa de Bengala, los que resultaron positivos en ésta fueron anali

zados con la prueba Lenta en Tubo eSAT) y Fijación de Complemento; y 

la prueba del anillo para las muestras de leche de bovinos. 

En base a los resultados obtuvimos una 

ros de humanos, 0.35% para los sueros 

tras de leche de bovinos. En cuanto 

tros resultados fueron negativos. 

prevalencia de 0% para lbs sue

de bovinos y 9.6% para las mues

al estudio bacteriológico nues-



TABLA No. 1 

RESULTAJX)S DE LA REACTIVIDAD SEROLOGICA A LA BRUCELOSIS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS ROSA DE BENGALA, 
AGLUTINACION LENTA EN TIJBO (SAT) y FIJACION DE COMPLEMENTO EN HUMANOS EN CONTACTO CON BOVINOS, HUMA
NOS FEBRILES DE ETIOLOGIA INDETERMINADA y BOVINOS EN EL DEPARTAMENTO DE LA PAZ, REPUBLICA DE EL SAL
VADOR 

PRUEBAS SEROLOGICAS 

ROSA DE BENGALA LENTA EN TIJBO (SAT) 
FIJACION DE 
COMPLEMENTO 

MUESTREADOS ' TOTAL :pos * Sos Neg :pos Sos Neg Pos Sos i-Jeg 

- Humanos en contac-
to con bovinos 62 O O 62 (100) .** 

Humanos febriles 61 1 (1. 6) 60(98.4) - 1 (1. 6) -:.. 1 (1 .6) , - -

- Bovinos 71 ·6(8.4) - 65(91.4) 5(7.0) 1(1.4) 5 (7. O) l(1.4) 

* Pos = positivo; Sos = sospechoso, Neg = negativo. 
** Los números encerrados entre paréntesis son porcentajes. 
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TABLA No. 2 

BOVINOS VACUNADOS Y NO VACUNADOS ESTUDIAroS SEROLOGICAMENTE PARA INVESTIGAR BRUCELOSIS POR MEDIO DE 
LA PRuEBA DE FIJACION DE COMPL8v1ENTO, EN BOVINOS EN DEPARTAMENTO DE LA PAZ, REPUBLICA DE EL SALVAroR 

MUESTREAOOS TOTAL POSITIVOS SOSPECHOSOS NEGATIVOS 

- Bovinos vacunados 29 2 (6.8)* 1 (3.4) 26 (89.8) 

- Bovinos no vacunados 42 3 (7. 1) 39 (92.9) 

* : Los números entre paréntesis son porcentajes. 

o/) 

'/ , 

:-> 
\.O 



TABLA No. 3 

RESULTAOOS DE LA PRUEBA DEL ANILLO "RING TEST" EN MUESTRAS DE LECHE DE BOVINOS DE DIFERENTE PROCEDENCIA 
OBTENIDOS EN EL ESTUDIO "EVIDENCIA SEROLOGICA y BACTERIOLOGICA DE INFECCION BRUCELOSICA EN HUMANOS Y BO 
VINOS, EN MUESTRAS DE SANGRE Y LECHE TOrvrADAS AL AZAR, EN DOS DEPARTAHENTOS DE LA REPUBLICA DE EL SALVA-:: 
DOR". 

MUESTRA TOTAL POSITIVOS NEGATIVOS 

- Leche 52 5_(9.6)* 4-7 (90.3) 

* Los números entre paréntesis son porcentajes. 
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FIGURA No. 1 

PATRON DE LEC~ DE LA PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMFJNTO 
RESULTADOS 

DILUCION DEL SUERO LECTIJRA ANINALES VACUNAOOS NO VACUNAOOS y TOROS U.l. )1: 

1/2 ** Negativo Sospechoso 17 
*** Negativo Sospechoso 19 
**** Negativo Sospechoso 22 

1/4 ** Negativo Sospechoso 33 

*** Sospechoso Positivo ~.? . **** Sospechoso Positivo 
1/10 ** Sospechoso Positivo 83 

*** Sospechoso Positivo 97 

**** Positivo Positivo 111' . 

1/20 ** Positivo Positivo 167 
*** Positivo Positivo 194 
**** Positivo Positivo 222 

1/40 ** Positivo Positivo 333 
*** Positivo Positivo 387 
**** Positivo Positivo 444 

* . ' U.T. Unidades Internacionales 
Una Unidad Internacional de Anticuerpo se define como la actividad contenido en 0.09552 rngrs. del Patrón 
Internacional de Suero Anti Brucella abortus (PISAb). 

'1'. 
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VII. APENDICE 

Para la elaboraci6n de antígenos de Brucella conviene utilizar cepas 

poco virulentas como la Cepa 99 de Brucella abortus! Esta cepa tiene 

la ventaja de no necesitar anhídrido carbónico para desarrollarse. 

Para preparar la suspensión madre, se recomienda sembrar la cepa 99 de 

Brucella abortus en medios de cultivo, tales como: Glicerina Dextrosa 

Agar (GDA), Suero Dextrosa Agar (SDA) y Agar Papa. 

1. ELABORACION DE SUSPENSION MADRE 

Se parte de una ampolla liofilizada de cepa 99 de Brucella abortus, la 

cual se suspende en caldo nutritivo para sembrar tubos inclinados con 

medio Glicerina Dextrosa Agar (GDA) por 72 horas a 372C, se levantan 

las brucellas con soluci6n salina al 0.85% y se pasan al medio Gliceri

na Dextrosa Agar en frascos de Roux por 72 a 96 horas a 372 C, colocándo 

se las botellas de Roux con el medio invertido. Antes de sembrar los 

medios se tira el agua de condensación, para evitar en 10 posible diso

ciación del cultivo. La recolección de la suspensi6n bacteriana se le

vanta con solución salina al 0.85%. De los frascos que contienen suspen 

sión madre se siembran placas con medio Glicerina Dextrosa Agar (GDA) 

que se :'incúban a 372C y se examinan diariamente por 48 a 72 horas para 

descartar si hay contaminación 6 colonias disociadas; se matan las Bru

celIas por calor 1 hora a 60 2C, luego se guardan en refrigeraci6n por 8 

días, concentrándose por centrifugación refrigerada hasta obtener la 

masa celular p/v. Todas las manipulaciones se hacen con precauci6n 

asépticas a fin de evitar la contaminación del antígeno y del técnico 

que 10 prepara. 

La muestra obtenida (suspensi6n madre) se examina desde el punto de vis 

ta de la pureza y esterilidad. La prueba de pureza se hace preparando 

un frotis, el que se colorea por el método de Gram y se observa al mi-
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croscopio con el fin de descubrir germenescontaminantes. 

Para la prueba de esterilidad se siembra O. 1 m1 de antígeno en tres tu

bos inclinados de Agar Papa, _ El producto debe estar libre de contamina 

ción y no mostrar desarrollo de Brucel1a. El producto terminado se en

vasa en condiciones asépticas en frascos adecuados estériles. A cada 

frasco se le pone una etiqueta con el nombre del producto, fecha de e1a 

boración y de expiración. 

Al_producto elabora~~ se le da un año de validez, a partir de la fecha 

de elaboración. El antígeno se mantiene a 42C. 

Con la suspensión madre así obtenida se preparan todos los antígenos de 

Bruce11a abortus: Antígeno para prueba de aglutinación rápida en lámi

na (ROSA DE BENGALA), Antígeno para prueba de aglutinación de suero le!!. 

ta en tubo (SAT) , Antígeno para prueba de fijación de complemento y An

tígeno para prueba de anillo en leche (Ring Test) ó Antígeno de Hemato

xilina. 

a)ELABORAGIONDE ANI'IGENO PARA PRUEBA DEAGLUTINACION RAPIDA EN LA 
-LAMINA (ROSA DE BENGALA) 

El antígeno para esta prueba se prepara a partir de la misma suspensión 

madre de la cepa 99 de Brucel1a abortus, que contiene una concentración 

de 8 a 14% de células bacterianas por volumen, se colorean con el colo

rante Rosa de Bengala y se suspenden en solución tampon de pH 3.65. 

Este antígeno es estable por largos períodos a -42C, pero se deteriora 

cuando se remueve constantemente del refrigerador (6). 

La prueba Rosa de Bengala en lámina da lectura de positivo a negativo 

y no se aplica a titulación, por eso se usa como prueba preliminar so

lamente, o sea para reducir la cantidad de trabajo en las otras pruebas 

que son más complicadas. 
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• Preparación del Diluyente para Antígeno Rosa de Bengala (Buffer · 

Brucella abortus) 

Pesar 30 grs. de hidróxido de sodio, agregar 500 ml de solución s~ 

lina al 0.85%, fenolada al 0.5% y mezclar. Agregar 135 ml de áci

do láctico concentrado y mezclar, luego agregar suficiente canti

dad de solución salina al 0.85%, fenolada al 0.5% hasta un total 
de 1500 ml. Se debe obtener un pH 3. 65··± O. 05, el pH es crucial. 

De este diluyente se tomará 7.5 ml para 1 gr. de masa celular colo 

readas. 

• Colorante Rosa de Bengala 

Pesar 1 gr. de Rosa de Bengala, agregar 100 ml de agua destilada 

estéril y mezclar. Suspensión de colorante Rosa de Bengala al 1%. 

• Tinción 

(1~) Se toma 1 gr. de células sin colorear y 22.5 mI de solución 

salina al 0.85%, fenolada al 0.5% (quedando la suspensión al 

4.44%). 

(2~) De esta suspensión 4.44%, se toman de 30 a 35 ml Y se agrega 

1 mI de colorante al 1%. 

(32) Colorear (agitando con agitador magnético) por 2 horas. 

(4~) Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos a 42C, tirar sobrena

dante. (Residuo = masa celular coloreada). 

(52) Resuspender en Buffer Brucella abortus (BBA) así: 1 gr. de 

células coloreadas .más 7.5 mI de diluyente de Buffer Bruce

lla abortus (BBA), dando 13.33% de concentración. 

El pH debe ser + 3.65 - 0.05. La concentración celular va del 8 al 

14%. Verificar prueba de pureza inoculando antígeno en placas con 

Glicerina Dextrosa Agar (GDA) o Suero Dextrosa Agar (SDA), incuban 

do las placas de 3 a S días para descartar contaminación. Se con-
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serva el antígeno a 42C hasta que se utilice. 

b) ELABORACIONDE ANT 1 GENO PARA PRUEBA DE AGLUTlNACION DE SUERO LENTA 

ENTIJBO · (SAT) Y PARA PRUEBA DE F IJAC ION DE COMPLEMENTO 

El antígeno para la prueba de aglutinación de suero lenta en tubo (SAT) 

y fijación de complemento se prepara a partir de una suspensión al 4.5% 

de la Cepa 99 de Brucélla abortus en solución salina al 0.85%, fenolada 

al b.5%, a -manera que quede la suspensi6n al 0.045% para aglutinaci6n 

de suero lenta en tubo (SAT) y fijación de complemento. 

Este antígeno concentrado se estandariza de acuerdo al Standard Intern~ 

tional AntiBtucellá ábortus, en donde el 50% (++) de aglutinación ocu

rre con dos Lnidades Internacionales de anticuerpos por mI. (6). 

Una UNIDAD INTERNACIONAL se define corno la actividad contenida en 

0.09552 mgs. del Patrón Internacional de suero Anti-Brucella abortus 

(PISAb). 

Dicho patr6n se prepara con el suero de una vaca inoculada con el bioti 

po 1 de Btucélláábortus Cepa 544 (Cepa de Referencia). Este patrón de 

suero contiene 1000 UI por mI y son anticuerpos exclusivamente inrnuno

globulinas G (16). 

El antígeno para estas dos pruebas debe tener una concentración de 4.5% 

de células bacterianas por volumen, que luego se diluye adecuadamente 

para el uso. Al producto elaborado se le da un año de validez a partir 

de la fecha de elaboración del antígeno y se mantiene a 4QC. 

• Antígeno para Prueba de Fijación de Complemento 

NOTA: Se trabaja con la bacteria viva, porque el fenol hemolizaa 

los glóbulos rojos. 
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Se tiene la masa celular, se agrega solución salina al 0.85% con 

merthiolate, se centrifuga a 5000 rpm para que el agar suba y lue 

go centrifugar a 6000 rpm por 40 minutos. Se lava dos veces más 

con solución salina al 0.85%, las células se suspenden en 100 mI 
de solución salina al 0.85%, y se ponen en baño María por 1 hbra. 

Se mezcla por agitación durante 15 minutos para tener el Stock de 

antígeno. Se estandariza con el suero control, luego tienen que 

dar 50% de fijación con el suero control. 

Si el volumen celular no llega a ser igual a 4.5%, se ajusta la 

concentración añadiendo una cantidad proporcional de solución sa

lina fenicada o de brucellas procedentes de la suspensión madre. 

e) ELABORACION DE ANI'IGENO PARA PRUEBA DE ANILLO EN LECHE O DE HEMA

TOXILINA 

La composición de este antígeno consiste en células de Brucella abor

tus Cepa 99, cultivadas en medio Glicerina Dextrosa Agar (GDA) y teñi

das con una solución colorante a base de hematoxilina. El antígeno 

tiene una concentración celular entre 3.5 y 5.8%. 

• Antígeno de Hematoxilina 

(1 2 ) Disolver 9 gr. de sulfato amonicoalumínimo (NH4Al(S04)2. 

12 H20) en 100 mI de agua destilada, calentando a 90 2C. 

Agregar 30 mI. de glicerina. 

(2 2 ) Disolver 1.9 gr. de hematoxilina en 10 mI de alcohol etíli

co al 95%, calentando a 50-602C. Llevar el volumen hasta 

100 rnl. con agua destilada. 

(32) Disolver 0.2 gr. de yodato de sodio en 2 mI de agua destila 

da, calentando a 90 2C. 

(4 2 ) Hezclar los reactivos preparados en los numerales 1 y 2 Y 

añadir a la mezcla el reactivo preparado en el numeral 3, 
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mezclar cuidadosamente por agitación y dejar la solución e~ 

reposo por 30 minutos a temperatura ambiente "para que se 

produzca la oxidación. 

(52) Preparar una solución al 10% de sulfatoamonicoalumínico, di 

solviendo 94 gr. de sulfato en 500 mI de agua destilada, ca 

lentando a 90 2 C. Agregar agua destilada a temperatura am

biente hasta un volumen final de 940 rnl. 

(62 ) Diluir la solución colorante descrita en el numeral 4, en 

los 940 rnl de solución de sulfatoamonicoalumínico. 

(7 2 ) Dejar enfriar a temperatura ambiente, . determinar el pH de 

la -solución colorante y si es necesario ajustarlo a 3.1 a

gregando hidróxido de sodio al 10%. La solución colorante 

se conserva de 45 a 90 días a temperatura ambiente y en la 

oscuridad. 

(8 2 ) Antes de usar agitar y filtrar solución colorante para eli

minar precipitados y las substancias insolubles. 

• TincióndélAntígénodéHérnátoxilina 

Agregar a la solución colorante, las brucellas muertas por ':calor 

a 602C por una hora a razón de 45 grs. de pasta de células por 

1000 mI. de solución coloreada. Dejar suspensión a temperatura 

ambiente durante 48 horas, agitando continuamente. Al cabo de 

ese tiempo las células quedarán uniformemente teñidas de color 

violeta azulado. 

Preparar una solución para lavar células teñidas, agregando a 

1600 mI, de agua destilada 64 grs. de cloruro sódico, 15 rnl. de 

ácido láctico (85% de pureza) y 4.4 ,rnl. de hidróxido sódico al 

1 0% ~ Determinar el pH de la soluci6n y si es necesario ajustarlo 

a 4.0 con ácido láctico o hidróxido sódico al 10%. 

Centrifugar las células teñidas, desechar sobrenadantey suspen

der de nuevo en la solución de lavado hasta triplicar volumen. 
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Mezclar cuidadosamente suspensión y centrifugar. Eliminar sobrena 

dante y suspender por tercera vez las células en la misma canti

dad de solución de lavado. Centrifugar y desechar sobrenadante. 

El diluyente final es una solución salina fenolada ajustada a pH 

4.0 con solución de ácido cítrico 0.1 mol/l y solución de fosfato 

disódico 0.5 mol/l (una solución de 26 mI. de ácido cítrico 0.1 

mol/l y 1 mI. de fosfato disódico O. 5mol/l en 1000 mI de suero 

salino fenicado pH 4.0). 

Suspender las brucellas teñidas en el diluyente descrito a razón 

de 1 gr. de células por 27 mI de diluyente y mezclar cuidadosamen 

te. Dejar mezcla- en el refrigerador durante 24 horas. Mezclar 

de nuevo, filtrar y determinar pH. 

El pH final ha de estar entre 4.0 y 4.3. 

Determinar la concentración celular del producto final agregando 

0.25 mI de antígeno y 4.75 mI de agua destilada en c/u de 4 tubos 

de centrifuga (Fish - Hopskins modificados). La concentración to 

tal de brucellas se determina si no es de 3.5 y 5.8 ajustando la 

concentración, agregando brucellas teñidas o diluyente. 

El antígeno para la prueba del anillo se conserva siempre en el 
refrigerador, pero sin congelar. 

2~ PREPARACION DE BUFFER VERONAL CONCENTRADO 

FORMULA: Cloruro de Sodio •..•..••..•.....•..••• 

Acido barbitúrico ............•........ 

Barbiturato de -magnesio ..•••• ~~ •...... 
Sulfato de magnesio ..•••.•...••.• ~ • ..• 

Cloruro de calcio .........•..•.....••• 

42.5 

2.875 

1.785 

1.018 

0.1147 

gr, 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

Se lleva a un litro con agua destilada. Debe de tener un pH de 7.5 y 



~s estable por tiempo indefinido. Para usar diluir 1:5 para una semana 

de trabajo. 

• Preparación de Veronal (Dilución 1:5) . 

Aditivo para que los glóbulos rojos sean estables Gelatin Bacto* 

1 gr. de gelatina disolver en 200 mI. de agua destilada, se pone 

a hervir. Llevar hasta 800 mI. con agua destilada y luego agregar 

200 mI. de veronal concentrado. 

3. SOLUCION SALINA FENOLADA 

Esta soluci6n contiene 0.85% de cloruro de sodio y 0.5% de fenol en 

agua destilada o desmineralizada. 

4. SOLUCION DE ALSEVERS PARA CONSERVAR GLOBULOS ROJOS DE CARNERO** 

FORMULA: 

PREPARACION: 

Dextrosa 

Citrato de sodio 

Cloruro de sodio 
e;.··4 .... 4II ••• ~········ 

. . . . .. . . . . . . . . . . . . . . " . 
Acido Cítrico ...• ~ .......•....••..... 

Agua destilada .••..••.....•...•...•.. 

20.5 gr. 

8.0 .gr. 

4.2 gr . 

0.55 gr. 

1000 ml 

La solución se esteriliza por filtraci6n. 

en autoclave a 15 lbs. de presión durante 

gue a caramelizarse y en caso de que ello 

solución. 

También se puede esterilizar 

15 minutos . Evitar que lle

ocurra, se debe descartar la 

Conviene seleccionar4 .carneros .sanos que suministren eritrocitos de 

* 
** 

"di feo" Certified. Detroit Michigan. U.S.A. 
Preparado por el Ministerio de AgriCUltura y Ganadería, 
General de Ganadería. Cantón El Matazano, Soyapango. 
dor, Centro América. 

Dirección 
El Salva-
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fragilidad nomal. Cada semana se sangra lID carnero, de forma que el

mlsmo carnero será sangrado a la quinta semana. La sangre se recogerá 

asépticamente en lID recipiente que contenga lID volumen de solución de 

a1severs similar al de la sangre que se va a tomar. Se mezcla bien y 

se conservan en refrigeración. 

La sangre de cada carnero se empieza a utilizar lIDa semana después de 

su recolección y en condiciones noma1es se le puede emplear durante 

lID período de 2 a 6 semanas a temperatura de 4~C, siempre que no apare~ 

ca contaminada. 

S. COMPLENENTO* 

Es suero fresco de . cobayo ,obtenido comercialmente de Burroughs Wel1come. 

Para usarlo primero se reconstituye y se diluye 1.10 con agua destilada. 

6. SUERO HEMOLITICO 

Se prepara en conejos y se preserva con glicerol al glicerol al 33%, se 

obtiene comercialmente . 

• - Sistema Hemo1ítico 

* 
** 

a) ~~p~~~t§~_ª~_~rt!rg~t!g~ 
Consiste en glóbulos de oveja preservados en solución de al 

severs** y guardados a 4 9 C durante 7 días antes de usarse~ 

para la prueba se usan los glóbulos en suspensión al 3%. An

tes de prepa~?T esta suspensión, los glóbulos se lavan tres 

veces con solución salina al 0.85%. Para esto se centrifuga 

Wellcome Reagents Ltd. We11come Reseach Laboratories. Beckenhan 
Eng1and BR 3 3DS. 
Preparado por el Ministerio de Agricultura y Ganadería, Dirección 
General de Ganadería. Cantón el Matazano. Soyapango, El Salvador, 
Centro América. 
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la suspensión de eritrocitos a 2500 rpm durante 5 minutos. 

Después se descarta el s obrenadant e , se re suspende nuevamente 

el paquete de glóbulos rojos en solución salina y se repite 

el proceso. Se hace una dilución de globulos rojos 1:3 agre

gando 3.5 mI. del paquete de glóbulos rojos a 7 mI de diluyen 

te buffer veronal. Luego se hemoliza o. 1 mI de esta suspen

sión con el reactivo de Sicca*, y se lee en el hemoglobinóme

tro de Sicca. Esta lectura representará el 50% de hemólisis. 

Si no fuera así, la concentración de glóbulos rojos deberá 

ser ajustada de acuerdo a la fórmula siguiente: 

Lectura de Sicca x Volumen presente = 
50 

Volumen correcto para 
Lectura de 50% de hemó
lisis. 

Finalmente, después de que los glóbulos rojos se estandari 

zan, se hace una dilución 1:11 agregando a 10 mI de esta sus

pensión de glóbulos 100 mIs. de diluyente veronal. Ya sea 

la dilución de glóbulos rojos 1:3 antes de la estandarización 

ó ":11 después, nos da una suspensión de eritrocitos que equi 
vale al 3%. 

7. -MEDIOS DE CULTIVO 

• Agát . Sangre 

Se añade 5 ó 10 mI. de sangre desfibrinada estéril al agar Tripti 
_casa soya derretido que ha sido enfriado a unos 452C (esto es com 

probado usualmente en forma aproximada,colocando sobre la mejilla 

la botella, debe sentirse una sensación agradable de calor). Se 

mezcla agitando en forma circular en cajas de Petri estériles o 

Testa-Laboratory DK 2730 KenmarckCopenhagen. Le Denmarck~Dina 
marca. 



también en recipientes de otro tipo y se dejan en reposo 

FORMULA DE AGAR TRIPTICASA SOYA 

grms/1 de agua destilada 

Peptona tripticasa .............•.............•. 

Peptona phytona .....•............•....••....... 

. Cloruro de sodio .............•................. 

Agar ......................•.................... 
ph final 7. 3 ! _-

PREPARACION 

15 grs. 

5 grs . 

5 grs. 

15 grs. · 

32. 

Se suspenden 40 grs. ·del polvo eIlWl litro de -agua destilada, · mez~ 

cIar bien. Calentar agitando frecuentemente y hervir durante un 

minuto. Después de que se haya disuelto distribuir y esterilizar 

se en autoclave a 118-121~C a 15 lbs de presión durante 15 minu

tos. 

• Cáldó Ttipticása Soya 

Fórmula en grs/1 de agua destilada 

Peptona tripticasa ................•............ 

Peptona phytona .............•..........•.•..... 

Cloruro de sodio ...•................... ......•.. 

Fosfato dipotásico ..•.•........................ 

Dextrosa ..•..........•.............•.•.•....•.. 
ph final 7.3 :!: 

PREPARACION: 

17 ' grs. 
5 ·-grs. 

5 r grs. 

2.5 grs. 

2.5 grs. 

Hacer una suspensión con 30 grs. del polvo en un litro de agua des 

tilada. Mezclar bien. Calentar ligeramente si fuere necesario pa 

ra completar la solución. Distribuir y esterilizar en tubos en 



• 
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, 

autoclave a 118-121 PC a 15 lbs de presión durante 15 minutos. 

Caldo InfusiónCerebróCorazón 

.Fórmu1a en grs/1 de agua destilada 
Infusión de cerebro de ternera ........•.........•.. 

Infusión de corazón de res ....................... . 

Peptona " ...... " ............ " ........................................... .. 

Cloruro de sodio 

Fosfato disódico 

............................ " ...................... .. 
.. .. .. .. .. .. .. . .. .. .. .. .. .. .. . .. . .. . . .. . . . . .. . . . .. . .. .. 

Dextrosa ... , .................... . e ... " ..................................... • .. 

ph final ± 7.4 

PREPARACION: 

200.0 .gr. 

250.0 gr. 

10.0 gr. 

5.0 gr. 

9.5 gr . 

2.0 gr. 

Disolver 37 gr. del material deshidratado en un litro de agua des

tilada. Distribuir en los frascos y esterilizar en autoclave a 

121~C a 15 lbs. de presión durante 15 ó 20 minutos. 

• Glicerina Dextrosa Agat + Arttibiótico 

Agar ....................... " ....... " ................. .......................................... .. 16 gr. 

Triptosa .................................................................................. .. 33 gr. 

Cloruro de sodio ",,, .. 'I!. " ...... .......................... " ........................ .. S mI. 

Glicerina ............ " ........................ · ........... . e ........ " .... ~ .............. .. 20 mI. 

Agua destilada ...•.............................•... 1000 mI. 

Esterilizara 15 lbs. de presión por 25 minutos. Agregar la solu

ción acuosa estéril de glucosa al 20% (S mI/1t). 

METODO: 

Las soluciones estériles de los antibióticos se ru~aden asépticamen

te al medio Glicerina Dextrosa Agar (GDA). 
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Actidione (Solución N) 

Disolver 4 gr. de actidione en 10 de acetona. Añadir 190 rnl : d~ 

agua destilada estéril. Reposar por 30 minutos. Refrigerar a 42 C. 

Bacitracina (Solución N) 

Disolver 0.5 rngs. unidades de bacitracina en 250 rnl de agua desti

lada estéril. Dejar reposar por 30 minutos. Refrigerar a 42C. 

Polimixin B Sulfato 

Disolver 0.5 mgs. unidades en 500 rnl de agua destilada estéril, re 

frigerar a -202 C. A cada litro de medio de cultivo añadir: 

1.25 rol. de actidione. 

3.125 mI. de bacitracina. 

1.5 rol. de polimixin B sulfato. Mezclar y colocar en placas 

de Petri. 
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