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I. ANTECEDENTES

En el Salvador como en Centro América, la brucelosis bovina es una z00-
nosis reconocida. Se han hecho estudios de prevalencia en el area cen-
troamericana, asi tenemos que en Guatemala, la prevalencia difiere se-
gln las regiones desde el 1 hasta el 20%, para 1978 la prevalencia glo-
bal se calculd del 6.1%; para Honduras de 25 a 48%, Nicaragua 2%. En
1975 1a prevalencia global en Costa Rica fue de 6.45%, Panama de 2 a
4.7% (35). En El1 Salvador, en 1977 Ruano, Matamoros hizo el estudio
en todo el pais y encontrdé una prevalencia de 1.36% al 2.10% (31); dos
afos después (1979) Reyes y Rice reportan una prevalencia naclonal 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 humanos hechos en El1 Salvador es-
ta el de Reyes Knoke en 1978, de 632 sueros humanos de grupos ocupacio-
nales reportd un 0.15% (28). En 1970 Rodriguez en el Departamento de
Santa Ana realizd un estudio en 466 humanos Yy obtuvo el 0.64% de reac-

tores (29).

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

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

I 'y IV. En Guatemala hay reportes de aislamiento de Brucella en huma-

nos.

Teniendo como referencia la informacidn anterior y con el objeto de co-
laborar mds en este campo, se considerd oportuno realizar un estudio
que comprendiera el uso de las diferentes pruebas seroldgicas con el
fin de conocer sus ventajas, asi como otros aspectos, Ejemplo: el bac-
terioldgico en bovinos y leches, asi mismo como Se conoce muy pPoco SO-
bre serologia y bacteriologia en humanos se incluyeron muestras de san-
gre de personas reportadas como procesos febriles de origen indetermi-

nado, con el mismo objetivo se decidid incluir muestras de sangre de



-personas relacionadas con los bovinos (corraleros, ordefiadores), y de
esta forma tener informacidn de todos 1los factores involucrados en la

cadena epidemiolégica de la enfermedad.



11, REVISION DE LA LITERATURA

1. HISTORIA

Las primeras investigaciones efectuadas en forma cientifica sobre bru-
celosis, denominada también como Melitococia, Fiebre Ondulente, Fiebre
de Malta, Fiebre del Mediterrdneo (en el hombre), aborto contagioso,

abtorto infeccioso, aborto epizo6tico (animales), enfermedad de Bang
(bovinos), fueron las hechas en 1886 al aislarse un Micrococcus de un
paciente humano, por el Briténicb-David Bruce, quien atribuy6 las enfer
medades de los soldados de la isla de Malta a la leche de cabra infecta

da con determinadas bacterias, Brucella melitensis (1).

En 1897, Bernard Bang y Strebelt descubrieron el agente causal del abor
to contagioso en el ganado bovino, afeccién 1lamada ‘'Enfermedad de

Bang'' y lo llamaron Bacillus abortus (2,3,4,5,7,9).

En el afio de 1914 Jacob Traum aisldé otro microorganismo de fetos expul-

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

En el afio de 1918 Alice Evans, demostré el notable parecido de estas
bacterias, en cuanto a morfologia, cultivos y propiedades seroldgicas
por lo que las considerd intimamente relacionadas y les di6é 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
‘Brucella ovis como causa de epidemia en las ovejas (8).

En 1957, Stonner y Lechman descubrieron uma bacteria de caracteristi-

cas similares a las brucelas aisladas de un roedor (Neotoma 1&pida), al

cual llamaron Brucella neotomae (8).

En 1966 Carminchael, aislé un cocobacilo de un feto abtortado de una pe-



rra la cual presentd similitudes al género Brucella y fue denominada

Brucella canis (8).

2. DISTRIBUCION

Esta es una enfermedad de distribucidn cosmopolita.

La distribucién de las diferentes especies de Brucella y sus biotipos

varia con las dreas geogrificas. Brucella abortus es la que estd mas

tribuidas irregularmente; Brucella meotomae es una infeccidn con focos

naturales en ciertos paises del mundo (1).

Esta enfermedad se ha ido difundiendo en forma excéntrica a partir de
la isla de Malta, primero sobre los paises que rodean el Mediterraneo
y mas tarde cruzando los mares hha llegado a ocupar extensas zonas,
siendo trasmitida por bovinos, suinos, caprinos, ovinos, equinos y ca-
ninos; pero no hay huésped definido, sino que puede afectar a cual-

quler mamifero e incluso a las aves en pocos casos (1).

3. ETIOLOGIA

El agente etioldgico de la brucelosis del ganado bovino es Brucella
abortus, ademds es patdgena para el hombre. Esta especie comprende
nueve biotipos, distinguiéndose unos de otros por sus reacciones bio-

quimicas y seroldgicas (Cepa de referencia Br. abortus 544) (2,16).

Brucella melitensis: es el agente etioldgico de la brucelosis ovina y

Caprina; también es patdgena para el ganado bovino y para el hombre.
Esta especie comprende tres biotipos que se diferencian entre si por
la aglutinacidén frente a sus sueros monoespecificos (Cepa de referen-
cia Br. melitensis 16 M) (3,4).

Brucella suis: es el agente etioldgico de la brucelosis de los cerdos
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y ademis es altamente patbgena para el hombre. Comprende cuatro bioti-

pos (Cepa de referencia Br. ‘suis 1330) (3,4).

Brucella ovis: produce la epididimitis del carnero, afectando princi-

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

ha comprobado que sea pat6gena para el hombre (3,16).

Brucella canis: es el agente etioldgico de la brucelosis en perros,

afectando igual a ambos sexos., A excepcién de pocos casos de infec-
cidn en el hombre, no se han reportado hasta la fecha infecciones de
otras especies (3,16).

Brucella neotomae: se aislé primeramente de ratas silvestres. Se des-

conoce su importancia como patdgena para animales domésticos y para el
hombre (3,16).

4. PATOGENIA

La patogenicidad en los animales comienza con la invasidén 1niclal, a
continuacidn son atacados los ndodulos regionales correspondientes Yy
luego otros 6rganos linfoides como el bazo y nédulos mamarios e ilia-
cos y por Gltimo el Gtero gestante, ubre,testiculos y gléndulas se-

xuales accesorias, otros nédulos, bolsas y cédpsulas articulares (33).

5. MANIFESTACIONES CLINICAS

El hombre puede infectarse con tres especies de Brucellas, pero las
infecciones por Br. melitensis\y Br. suis suelen ser mas graves que
las producidas por Br. abortus. El periodo de incubacién de la fiebre
ondulante en el hombre varia mucho y es relativamente largo; puede 1ir

de una semana a cuatro meses (7).

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

clinicas variables, y se conocen cinco tipos: 1) tipo intermitente con



reumatismo articular migratorio, debilidad, sudores nocturnos y tempera
turas casi normal en la mafiana, pero se sube hasta 38.5 6 40°C en la
tarde; en este cuadro el paciente permanece en cama durante la segunda
parte del dia; 2) tipo ambulatorio con sintomas muy semejantes, pero
atn mas leves; tipo ondulante (infecciones generalizadas por militen-
sis) caracterizado por aumentos progresivos de la temperatura de un
dia a otro hasta un maximo, y al cabo de alglm tiempo descenso gradual
de la misma; pueden repetirse varias veces estos fendmenos; 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 crénico atipico—que puede tomar la forma de rigi-
dez muscular, trastornos gistricos y sintomas neurolégicos diversos.
En general la fiebre ondulante es una enfermedad relativamente larga,
de uno a cuatro meses, y no son raras las recaidas durante la convales

cencia (7).

En los bovinos los principales sintomas son: aborto después del quinto
mes de gestacibn, metritis y retenciones placentarias. Pueden habe?
septicemlas agudas y muerte en caso de haber infecciones mixtas y tam-
bién septicemias con esterilidad. FEn el toro hay a veces orquitis y
epididimitis, edema del escroto y estérilidad (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. Aunque su admi-
nistracion puede ir seguida a los pocos dias de mejoria de los sintomas,
frecuentemente aparecen recaidas a menos que el tratamiento se prolon-
gue como minimo tres a cuatro semanas. La dificultad de erradicar los
organismos depende sin duda de su localizacién intracelular, que los

protege por lo menos temporalmente de su accidén de los medicamentos y

de los anticuerpos (7).



7. METODOS DE DIAGNOSTICO

El diagn6stico de brucelosis puede ser dado por el laboratorio por me-
dio de pruebas seroldgicas y-bacteriolégicas. Las pruebas serolbgicas
se basan en la detencién de anticuerpos presentes en el suero, entre
estas pruebas tenemos: Rosa de Bengala, Prueba lenta en tubo (SAT) y
Fijacién de complemento. FEn muestras de leche se emplea la prueba del
anillo "Ring Test" (8).

En las pruebas bacteriolbgicas tenemos el aislamiento del microorganis
mo como método definitivo para el diagndstico; ademas con el empleo de
medios selectivos que contengan antibidticos, aumenta la posibilidad
de aislar la Brucella. Entre las muestras de humanos que se pueden
utilizar para el cultivo estadn: sangre, médula external, ganglios lin
faticos, etc. Entre las muestras de bovinos estdn: la placenta secre

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

8. VACUNACION

Para el control de la brucelosis bovina en 4reas enzodticas con alta
prevalencia se recomienda la vacunacidén., La vacuna de eleccidn es la

Brucella abortus Cepa 19, consagrada para uso universal, la proteccidn

que confiere durante toda la vida Gtil al animal y su bajo costo. Para
obviar su interferencia con el diagnéstico se recomienda limitar (por
legislacidn) la vacunacidn a animales de poca edad (terneras de 3 a 8
meses), que pierden rabidamente los anticuerpos originados por la vacu
na. Se estima que un 65% a 86% de los animales quedan protegidos con-

tra la infeccibn.



El efecto antiabortivo de la vacuna es muy pronunciado contra la in-
feccién, reduciéndose de tal manera una de las fuentes principales de
la infeccifén. Los machos no deben ser vacunados, ni tampoco las hem-
bras de mds de 8 meses de edad. Tampoco se recomienda la revacunacidn.
El objetivo principal de un programa de vacunacién sistemdtica y obli-
gatoria de terneros en una zona o pais es reducir la tasa de infeccidn
y obtener rebanhos resistentes a la brucelosis, para luego emprender la

erradicacién. (1).



III. OBJETIVOS

lo. Investigar serol6gicamente la incidencia de brucelosis en humanos,

bovinos y leche de bovinos.

20, Comparar la sensibilidad vy especialidad de las pruebas serolégi-

cas usadas en el presente estudio.

30. Intentar el aislamiento e identificacién de bacterias del género

Brucella.
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IV, MATERIALES Y METODOS

1. METODO DE CAMPO

Se tomaron muestras de sangre por puncién de la vena mediana cefdlica
de personas aparentemente sanas con relacién ocupacional (corraleros,
ordefiadores), en haciendas del departamento de La Paz de El Salvador,
Centro América. Asi como a pacientes del Instituto Salvadorefio del
Seguro Social (ISSS) referidos como procesos febriles de etiologia
indeterminada o con sospecha de brucelosis sin llegar a un diagnésti-

co definitivo.

Asi mismo se tomaron muestras de sangre de bovinos por puncitn de la
vena yugular seleccionados al azar; las muestras de sangre tanto de
bovinos como de humanos remitidas al laboratorio en tubos de ensayo,
previamente identificados. ZLuego fueron remitidas al laboratorio de
la Direccidén General de Ganaderia (MAG) Cantén El Matazano, Soyapan-
go, para sus respectivos analisis. Para informacién complementaria
fueron anotados en fichas elaboradas para tal fin, la que incluia: fe-
cha de recoleccién de la muestra, identificacién de las muestras,

identificacidn del animal, si estan vacunados, edad, sexo, raza, etc.

Para obtener mayor informacién sobre la brucelosis, en un producto de
rivado de los bovinos como es la leche, se colectd en frascos estéri-
les para ser analizadas en el laboratorio de la Direccidén General de
Ganaderia (MAG), ya que como se sabe es en la leche donde existe més
probabilidades de aislamiento de la Brucella.

El nGmero de muestras fue deteminado arbitrariamente de la siguiente

forma:



2.
a)

11.

MUESTRA NUMERO

Personas aparentemente sanas, con

relacién ocupacional 62

Personas febriles de etiologia in-

determinada 61
Bovinos 71
Leche de bovinos 52

METODO DE LABORATORIO

SEROLOGIA

Inicialmente se procedid 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 verific6é la Prueba de Fijacién de Complemento. La le-

che fue analizada con la Prueba de '"'Screening' Ring Test.

Descripcidn de las Técnicas:

Prueba Rosa de Bengala:

En el laboratorio se obtuvo el suero por centrifugacidén de las
muestras durante 5 minutos a 3.000 rpm. Luego los sueros fueron
colocados en recipientes previamente identificados. En los espa
cios que trae la tarjeta para la prueba Rosa de Bengala, se depo
sitd 0.03 mls. de suero, luego se ahadid 0.03 mls. de antigeno
de Brucella (B-99) coloreado con Rosa de Bengala. A continuacidn
se mezcld y después se agitd por 4 minutos haciendo 1la lectura
que se basa en la detencién de aglutinaci6bn resultante de la mez
cla del antigeno con el anticuerbo presente en el suero.,  Cual-
quier grado de reaccibn, es confirmado con la prueba lenta en
tubo.



Prueba Lenta en Tubo:

a)

_b)

Con una jeringa automatica se colocd 0.5 mls. de solucién
salina fenolada en cada uno de los 5 tubos plasticos corres-
pondientes a las 5 diluciones trabajadas (1/10, 1/20, 1/40,
1/80, 1/160).

Con la jeringa se tomd 0.3 mls. de solucidn salina fenolada
al 0.5% y luego 0.2 mls. de suero problema, llegando asi a
la marca de 0,5 mls.

Se deposité esta cantidad en el primer tubo, se mezcld y des
pués se pasd 0.5 mls. al siguiente tubo y asi sucesivamente
hasta descartar 0.5 mls en el quinto tubo.

Con wna pipeta se agregd 0.5 mls. de antigeno a cada tubo y
se mezcld obteniendo asi, las respectivas diluciones.

El resultado se interpretd 20 horas después de una incuba-

cién 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

Treaccidn, se compararon .las pruebas con los controles.

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

se usé la prueba de Fijacién de Complemento.

Prueba de Fijacidn de Complemento:

a)

b)

c)

d)

Al suero problema se le hizo una dilucidn 1:2 con buffer ve-
ronal, se colocaron en bafioc de Maria a 56°C por 60 minutos
para inactivar el Complemento.

Al suero problema se le hizo diluciones seriadas de 1:10 has
ta 1:2560 directamente en las excavaciones de la placa.

Se agregd 0.2 mls. de antigeno a cada excavacidn a excépcién
del control anticomplementario.

Se afiadi® 0.2 mls. de complemento a todas las excavaciones
luego se incubd a 37°C por 30 minutos. Inmediatamente des

pués agregamos 0.4 mls. del sistema hemolitico, incubamos



nuevamente a 37°C por 30 minutos

e) Interpretacidn de los resultados.

J Prueba del Anillo '"'Ring Test"
a) A un ml. de leche se le afiadié 0.03 mls. de antigeno colorea-
do con hematoxilina, se mezcld por inversidén, se incubd a
37°C por una hora.

b) Los resultados se interpretan por apreciacidn con cruces.

b) BACTERIOLOGIA

Las muestras de sangre que resultaron positivas en la prueba de fija-
cidn de complemento, que es una prueba sensible y confiable en el diag-
néstico de Brucelosis vy las muestras de leche que resultaron con prue
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
sion Cerebro Corazdn, estos se incubaron en Atmdstera de COZ; se obser-
varon cada 2 dias haciendo frotis y coloracidén 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. RESULTADOS Y DISCUSION

Para demostrar la evidencia serolégica y bacterioldgica de brucelosis
se examinaron 62 sueros de personas en contacto con bovinos, 61 sue-

ros de personas febriles de etiologia indeterminada, 71 sueros de bo-
vinos adultos y 52 muestras de leche con diferente procedencia del
pais (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-

gia indeterminada, wno resultd positivo (1.6%) y 60 negativos (98.4%).

En la Prueba Lenta en tubo (SAT) el suero positivo (de persona febril)
resultd sospechoso y en la Fijacién de Complemento este suero resultd
negativo. Por lo 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 65 negativos (91.4%).

Unicamente los 6 sueros positivos se sometieron a Prueba Lenta en Tu-
bo (SAT) resultaron 5 positivos (7%) y un sospechoso (1.4%).

A los 5 sueros positivos y el suero sospechoso en la prueba lenta en
tubo se les verific6 la Prueba de Fijacién de Complemento resultando
5 positivos (7%) y un negativo (1.4%); de los 5 sueros positivos uno
con 97 U.I. y cuatro con 222 U.I. (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 t3.4%) 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



para una correcta interpretacién es necesario conocer si los bovinos
son vacunados o no, para asi usar €l Patrdn de Lectura e interpretar si
un animal est4 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', resultdndonos 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 serolSgico se les hizo un estudio bacte-
riolégico, usando medios selectivos, en los cuales obtuvimos crecimien-
to de bacterias semejantes a cocobacilos Gram negativos en los cultivos
de las muestras de leche, no asi 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 Brucella una bacteria
fastidiosa que requiere de condiciones especiales pdor lo que el resul-

tado final de nuestro estudio bacteriolégico fue negativo.

En nuestro estudio seroldégico en humanos obtuvimos un resultado negati-
vo, & dlferencia de estudios de Prevalencia anteriores realizados por
Rodriguez en 1970 (26) y Reyes Knoke en 1978 (25) ellos tomaron un ma-
yor nimero de muestras y obtuvieron 0.64% y 0.15% respectivamente.

En cuanto al resultado serol6gico de bovinos obtuvimos una evidencia de
0.35% en el area estudiada del Departamento de La Paz; Reyes Knoke en
el estudio '"Prevalencia Seroldgica de Brucelosis' reporta para este de-
partamento el 2.7% (24). Considerando que a pesar de ser un porcentaje
menor, ruestro estudio refleja la existencia de la enfermedad. Debemos
de hacer notar que, cuando menéionamos la palabra evidencila en nuestro
estudio nos referimos a que si encontramos la enfermedad; pero no pode-
mos mencionar prevalencia por no haber estudiado un nGmero significati-

vo de muestras.
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Con respecto a las ventajas que pueden ofrecernos estas pruebas serolé-

gicas tenemos:

a)

b)

)

La prueba Rosa de Bengala permiti6 procesar en corto tiempo todas
las muestras empleadas en nuestro estudio, en la cual se usé poco
material y reactivo, la interpretacidn es fa4cil y da resultados
positivos y megativos; reduciendo asi la cantidad de muestras para

procesarlas en las otras pruebas.

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 mis confiables que la prueba Rosa de Bengala, dando
lecturas de negativo, sospechoso y positivo. Esta prueba tiene 1i
mitantes como son la de no poder diferenciar anticuerpos vacuna-
les (Cepa 19) de aquellos anticuerpos producidos por una infeccidn
natural; y también da reacciones cruzadas con anticuerpos de otros

micro-organismos (8).

La prueba de Fijacidon de Complemento, en &ésta el procedimiento es
més delicado, es la que nos confirmd los resultados sospechosos y
positivos.

Estudios anteriores de Fijacibén de Complemento han demostrado que
esta prueba distingue anticuerpos vacunales de anticuerpos natura-
les, que detecta anticuerpos de infeccién recientes o estados de
cronicidad (8), por lo que se considera un método de andlisis es-
pecifico, exacto y sensible. lLa combinacién de las dos @iltimas
pruebas mencionadas nos proporcionaron en este estudio, una iden-
tificacién eficiente de los animales infectados.

La prueba del Anillo '"Ring Test!, es una prueba sencilla, de ficil
interpretacidn gue permité localizar con pocos gastos los rebafios
de vacas lecheras infectadas y evita proceder a largas pruebas se-
rolégicas en rebafios sanos, permitiendo realizar sondeos frecuen-

tes para descubrir focos de infeccidn.
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V1. RESUMEN

El presente estudio se efectud para determinar la evidencia seroldgica
y bacterioldgica de infeccibén brucelésica en humanos, bovinos y mues-
tras de leche en un 4drea del departamento de la Paz, Replblica de EIl
Salvador, C.A.

Se muestrearon 62 personas en contacto con bovinos, 61 personas con
proceso febril de etiologia indeterminada, 71 bovinos de diferente

sexo y edad. -

Todos los sueros de las muestras extraidas, fueron sometidas a la Prue-
ba Rosa de Bengala, 1os que resultaron positivos en ésta fueron anali-
zados con la prueba Lenta en Tubo (SAT) y Fijacién de Complemento; y

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

En base a los resultados obtuvimos uma prevalencia de 0% para los sue-
ros de humanos, 0.35% para los sueros de bovinos y 9.6% para las mues-
tras de leche de bovinos. En cuanto al estudio bacterioldgico nues-

tros resultados fueron negativos.



TABLA No. 1

RESULTADOS DE LA REACTIVIDAD SEROLOGICA A LA BRUCELOSIS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS ROSA DE BENGALA,
AGLUTINACION LENTA EN TUBO (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

| FIJACION DE
ROSA DE BENGALA _LENTA EN TUBO (SAT) COMPLEMENTO
MUESTREADOS - TOTAL Pos* Sos Neg Pos Sos Neg Pos Sos Neg
- Humanos en contac-
to con bovinos 62 0 0 62(100)*=
- Humanos febriles 61 101.6) - 60(98.4) = 1(1.6) ~ - - 1(1.6) -
- Bovinos 71 6(8.4) < 65(91.4) 5(7.0) 1(1.4) - - 5(7.0) 1(1.4)
# . Pos = positivo; Sos = sospechoso, Neg = negativo.

** : Los nlmeros encerrados entre paréntesis son porcentajes.

"8t



TABLA No. 2

BOVINOS VACUNADOS Y NO VACUNADOS ESTUDIADOS SEROLOGICAMENTE PARA INVESTIGAR BRUCELOSIS POR MEDIO DE
LA PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO, EN BOVINOS EN DEPARTAMENTO DE LA PAZ, REPUBLICA DE EL SALVADOR

MUESTREADOS ‘T OTAL POSITIVOS SOSPECHOSOS NEGATIVOS
- Bovinos vacunados 29 2 (6.8)% 1 (3.4) 26 (89.8)
- Bovinos no vacunados 4?2 3 (7.1) - 39 (92.9)

* : Los nlmeros entre paréntesis son porcentajes.

‘61



TABLA No. 3

RESULTADOS 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, LN MUESTRAS DE SANGRE Y LECHE TOMADAS AL AZAR, EN DOS DEPARTAMENTOS DE LA REPUBLICA DE EL SALVA-

DOR'.

MUESTRA TOTAL POSITIVOS NEGATIVOS

- Leche 52 5_(9.6)*% 47 (90.3)

% : Los n(meros entre paréntesis son porcentajes.

02



FIGURA No.

PATRON DE LECTURA DE LA PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO
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VIl. APENDICE

Para la elaboracibn de antigenos de Brucella conviene utilizar cepas

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

la ventaja de no necesitar anhidrido carbdnico para desarrollarse.

Para preparar la suspensién 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 37°C, se levantan
las brucellas con solucifn salina al 0.85% y se pasan al medio Gliceri-
na Dextrosa Agar en frascos de Roux por 72 a 96 horas a 37°C, colocéando
se las botellas de Roux con el medio invertido. Antes de sembrar los
medios se tira el agua de condensacidn, para evitar en lo posible diso-
ciacidn del cultivo. La recoleccidén de la suspensién bacteriana se le-
vanta con solucidn salina al 0.85%. De los frascos que contienen suspen
s16n madre se siembran placas con medio Glicerina Dextrosa Agar (GDA)
que se ‘incuban a 37°C 'y se examinan diariamente por 48 a 72 horas para
descartar si hay contaminacién 6 colonias disociadas; se matan las Bru-
cellas por calor 1 hora a 602C, luego se guardan en refrigeraéién por 8
dias, concentrandose por centrifugacién refrigerada hasta obtener la
masa celular p/v. Todas 1las manipulaciones se hacen con precaucién
asépticas a fin de evitar la contaminacién del antigeno y del técnico

que lo prepara.

La muestra obtenida (suspensitn madre) se examina desde el punto de vis
ta de la pureza y esterilidad. lLa 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 gé€rmenes contaminantes.

Para la prueba de esterilidad se siembra 0.1 ml de antigeno en tres tu-
bos inclinados de Agar Papa. El producto debe estar libre de contamina
cidn y no mostrar desarrollo de Brucella. 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 ela
boracibn y de expiracién.

Al producto elaborado se le da un afio de validez, a partir de la fecha

de elaboracién. El antigeno se mantiene a 4°C.

Con la suspensidn madre asi obtenida se preparan todos los antigenos de
Brucella abortus: Antigeno para prueba de aglutinacidn rapida en lami-
na (ROSA DE BENGALA), Antigeno para prueba de aglutinacién de suero len
ta en tubo (SAT), Antigeno para prueba de fijacién de complemento y An-

tigeno para prueba de anillo en leche (Ring Test) 6 Antigeno de Hemato-

xilina.

a)  ELABORACION DE ANTIGENO PARA PRUEBA DE AGLUTINACION RAPIDA EN IA
LAMINA (ROSA DE BENGALA)

El antigeno para esta prueba se prepara a partir de la misma suspensién

madre de la cepa 99 de Brucella abortus, que contiene una concentracién

de 8 a 14% de células bacterianas por volumen, se colorean con el colo-
rante Rosa de Bengala y se suspenden en solucién tampon de pH 3.65.

Este antigeno es estable por largos periodos a-42C, pero se deteriora

cuando se remueve constantemente del refrigerador (6).

La prueba Rosa de Bengala en lamina da lectura de positivo a negativo
y no se aplica a titulacidon, por eso se usa como prueba preliminar so-
lamente, o sea para reducir la cantidad de trabajo en las otras pruebas

que son mas complicadas.
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Preparacién del Diluyente para Antigeno Rosa de Bengala (Buffer -

Brucella abortus)

Pesar 30 grs. de hidrdxido de sodio, agregar 500 ml de solucidn sa
lina al 0.85%, fenolada al 0.5% y mezclar. Agregar 135 ml de aci-
do lactico concentrado y mezclar, luego agregar suficiente canti-
dad de solucidn salina al 0.85%, fenolada al 0.5% hasta un total
de 1500 ml. Se debe obtener wn pH 3.65°% 0.05, el ptl es crucial.
De este diluyente se tomard 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. Suspensibén de colorante Rosa de Bengala al 1%.
Tincidn
(1°) Se toma 1 gr. de células sin colorear y 22.5 ml de solucidn

salina al 0.85%, fenolada al 0.5% (quedando la suspensidn al
4.44%).

(2°) De esta suspensibn 4.44%, se toman de 30 a 35 ml y se agrega
1 ml de colorante al 1%.

(3%) Colorear (agitando con agitador magnético) por 2 horas.

(4°) Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C, tirar sobrena-

dante. (Residuo = masa celular coloreada).

(5%) Resuspender en Buffer Brucella abortus (BBA) asi: 1 gr. de
células coloreadas .mids 7.5 ml de diluyente de Buffer Bruce-

1la abortus (BBA), dando 13.33% de concentracidn.

El pH debe ser 3.65 ¥ 0.05. La concentracién celular va del 8 al
14%. Verificar prueba de pureza inoculando antfigeno en placas con
Glicerina Dextrosa Agar (GDA) o Suero Dextrosa Agar (SDA), incuban
do las placas de 3 a 5 dias para descartar contaminacién. Se con-
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serva el antigeno a 42C hasta que se utilice.

b)  ELABORACION DE ANTIGENO PARA PRUEBA DE AGLUTINACION DE SUERO LENTA
EN TUBO (SAT) Y PARA PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO

El antigeno para la prueba de aglutinacién de suero lenta en tubo (SAT)
y fijacibn de complemento se prepara a partir de una suspensidon al 4.5%

de la Cepa 99 de Brucella abortus en solucidén salina al 0.85%, fenolada

al b.S%, a .manera que quede la suspensibn al 0.045% para aglutinacién

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

Este antigeno concentrado se estandariza de acuerdo al Standard Interna

tional Anti Brucella abortus, en donde el 50% (++) de aglutinacidén ocu-

rre con dos Unidades Internacionales de anticuerpos por ml. (6).

Una UNIDAD INTERNACIONAL se define como 1la actividad contenida en
0.09552 mgs. del Patrén Internacional de suero Anti-Brucella abortus
(PISAD).

Dicho patrén se prepara con el suero de una vaca inoculada con el bioti
po 1 de Brucella abortus Cepa 544 (Cepa de Referencia). Este patrén de

suero contiene 1000 UI por ml y son anticuerpos exclusivamente inmuno-
globulinas G (16).

El antigeno para estas dos pruebas debe tener uma concentracidén de 4.5%
de c€lulas bacterianas por volumen, que luego se diluye adecuadamente
para el uso. Al producto elaborado se le da un afio de validez a partir

de la fecha de elaboracidén del antigeno y se mantiene a 4°C.

° Antigeno para Prueba de Fijacidén de Complemento

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

los globulos rojos.
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Se tiene la masa celular, se agrega solucidn 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 mas
con solucibn salina al 0.85%, las células se suspenden en 100 ml

de solucién salina al 0.85%, y se ponen en bafio Maria por 1 hora.

Se mezcla por agitacién durante 15 minutos para tener el Stock de
antigeno. Se estandariza con el suero control, luego tienen que

dar 50% de fijacidn con el suero control.

Si el volumen celular no llega a ser igual a 4.5%, se ajusta la
concentracién afiadiendo una cantidad proporcional de solucidn sa-

lina fenicada o de brucellas procedentes de la suspensidn madre.

c)  ELABORACION DE ANTIGENO PARA PRUEBA DE ANILLO EN LECHE O DE HEMA-
TOXILINA

La composicifén de este antigeno consiste en células de Brucella abor-

tus Cepa 99, cultivadas en medio Glicerina Dextrosa Agar (GDA) y teni-
das con una solucidn colorante a base de hematoxilina. El1 antigeno
tiene una concentracidn celular entre 3.5 y 5.8%.

® Antigeno de Hematoxilina

(1°) Disolver 9 gr. de sulfato amonicoaluminimo (NH4A1(SO4)2.
12 H,0) en 100 ml de agua destilada, calentando a 90°C.
Agregar 30 ml. de glicerina. .

(2°) Disolver 1.9 gr. de hematoxilina en 10 ml de alcohol etili-
co al 95%, calentando a 50-60°C. Llevar el volumeén hasta
100 ml. con agua destilada,

(3%) Disolver 0.2 gr. de yodato de sodio en 2 ml de agua destila
da, calentando a 902C.

(4°) Mezclar los reactivos preparados en los numerales 1 y 2 y

ahadir a la mezcla el reactivo preparado en el numeral 3,



mezclar cuidadosamente por agitacién y dejar la solucidn en
reposo por 30 minutos a temperatura ambiente para que se
produzca la oxidacidn.

(52) Preparar una solucién al 10% de sulfatoamonicoaluminico, di
solviendo 94 gr. de sulfato en 500 ml de agua destilada, ca
lentando a 90°C. Agregar agua destilada a temperatura am-
biente hasta un volumen final de 940 ml.

(6°) Diluir la solucidén colorante descrita en el numeral 4, en
los 940 ml de solucién de sulfatoamonicoaluminico.

(72) Dejar enfriar a temperatura ambiente, determinar el pH de
la-solucidn colorante y si es necesario ajustarlo a 3.1 a-
gregando hidréxido de sodio al 10%. La solucién colorante
se conserva de 45 a 90 dias a temperatura ambiente y en 1la
oscuridad.

(8°) Antes de usar agitar y filtrar solucidn colorante para eli-

minar precipitados y las substancias insolubles.

Tincidén del Antigeno de Hematoxilina

Agregar a la solucibn colorante, las brucellas muertas por “calor
a 60°C por una hora a razén de 45 grs. de pasta de células por
1000 ml. de solucidn coloreada. Dejar suspensidn a temperatura
ambiente durante 48 horas, agitando continuamente. Al cabo de
ese tiempo 1las células quedaran uniformemente tefiidas de color

violeta azulado.

Preparar una solucién para lavar células tefiidas, agregando a
1600 ml, de agua destilada 64 grs. de cloruro sbdico, 15 ml. de
dcido 1lactico (85% de pureza) y 4.4.ml. de hidréxido sédico al
10%. Determinar el pH de la solucibn y si es necesario ajustarlo

a 4.0 con acido lictico o hidréxido sédico al 10%.

Centrifugar las células tefiidas, desechar sobrenadantey susven-

der de nuevo en la solucidn de lavado hasta triplicar volumen.
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Mezclar cuidadosamente suspensidn y centrifugar. Eliminar sobrena
dante y suspender por tercera vez las células en la misma canti-
dad de solucién de lavado. Centrifugar y desechar sobrenadante.
El diluyente final es una solucién salina fenolada ajustada a PH
4.0 con solucibén de acido citrico 0.1 mol/1 y solucidn de fosfato
disdédico 0.5 mol/1 (una solucidn de 26 ml. de &cido citrico 0.1
mol/1 y 1 ml. de fosfato disédico0.5 mol/1 en 1000 ml de suero
salino fenicado pH 4.0).

Suspender las brucellas tefiidas en el diluyente descrito a razbn
de 1 gr. de c8lulas por 27 ml 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 concentracién celular del producto final agregando
0.25 ml1 de antigeno y 4.75 ml de agua destilada en c/u de 4 tubos
de centrifuga (Fish - Hopskins modificados). La concentracidn to
tal de brucellas se determina si no es de 3.5 y 5.8 ajustando la

concentracidn, agregando brucellas tefiidas o diluyente.

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

PREPARACION DE BUFFER VERONAL CONCENTRADO

FORMULA: Cloruro de Sodio tivievnieenneeenennnans 42,5 gr.
Acido barbitlriCo ...veveveivnnecnnnnn. 2.875 gr,
Barbiturato de magnesio ..... e 1.785  gr.
Sulfato de magnesio ........... Ceteeaan 1.018 gr.
Cloruro de calCio ...vevvieneennnann e 0,147 gr,

Se 1leva a un 1litro con agua destilada., Debe de tener un pH de 7.5y



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

de trabajo.

° Preparaci6én de Veronal (Dilucién 1:5) .

Aditivo para que los glébulos rojos sean estables Gelatin Bacto*
1 gr. de gelatina disolver en 200 ml. de agua destilada, se pone
a hervir. Llevar hasta 800 ml. con agua destilada y luego agregar

200 ml. de veronal concentrado.
3. SOLUCION SALINA FENOLADA

Esta solucién 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: Dextrosa ivivenenniennns e 20.5 gr.
Citrato de S0dlo ...vvveeenenncocneens 8.0 gr.
Cloruro de s0dio ....ivvvvincnnnnnnnnn 4.2  gr.
Acido Citrico .....cievunen. Cetaeeean 0.55 gr.
Agua destilada .....ce00.n. Ceteeeeanen 1000 ml
PREPARACION:

La solucidn se esteriliza por filtracién. También se puede esterilizar
en autoclave a 15 1bs. de presion durante 15 minutos. Evitar que 1lle-

gue a caramelizarse y en caso de que ello ocurra, se debe descartar la
solucidn,

Conviene seleccionar 4 .carneros sanos que suministren eritrocitos de

*  '"difco" Certified. Detroit Michigan. U.S.A.

k& Preparado por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia, Direccién
General de Ganaderia. Cantén El Matazano, Soyapango. El Salva-
dor, Centro América.



fragilidad normal. Cada semana se sangra um carnero, de forma que el
mismo carnero sera sangrado a la quinta semana. La sangre se recogera
asépticamente en un recipiente que contenga un volumen de solucidn de
alsevers similar al de 1la sangre que se va a tomar. Se mezcla bien y

se conservan en refrigeracitn.

La sangre de cada carnero se empieza a utilizar una semana después de
su recoleccidén 7y en condiciones normales se le puede emplear durante
un periodo de 2 a 6 semanas a temperatura de 4°C, siempre que no aparez

ca contaminada.
5. COMPLEMENTO#*

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

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

[ %4

6. SUERO HEMOLITICO

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

°. Sistema Hemolitico

a)  Suspension _de Eritrocitos
Consiste en gldbulos de oveja preservados en solucibén de al
severs** y guardados a 4°C durante 7 dias antes de usarse.
para la prueba se usan los glébulos en suspensién al 3%. An-
tes de preparar esta suspensidn, los glébulos se lavan tres

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

*  Wellcome Reagents Ltd. Wellcome Reseach Laboratories. Beckenhan
England BR 3 3DS.

Preparado por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia, Direccidn
General de Ganaderia. Cantdn el Matazano. Soyapango, El Salvador,
Centro América.

*%k
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la suspensidén de eritrocitos a 2500 rpm durante 5 minutos.

Después se descarta el sobrenadante, se resuspende nuevamente
el paquete de globulos rojos en solucién salina y se repite
el proceso. Se hace una dilucidn de globulos rojos 1:3 agre-
gando 3.5 ml. del paquete de globulos rojos a 7 ml de diluyen
te buffer veronal. Luego se hemoliza 0.1 ml de esta suspen-
sidn con el reactivo de Sicca*, y se lee en el hemoglobindme-

tro de Sicca. Esta lectura representari el 50% de hemélisis.

Si no fuera asi, la concentracién de gldbulos rojos deberi
ser ajustada de acuerdo a la f6rmula siguiente:

Lectura de Sicca  Volumen presente = Volumen correcto para
X . -
50 Lectura de 50% de hemd-
lisis.

Finalmente, después de que los gldbulos rojos se estandari-
zan, se hace una dilucidn 1:11 agregando a 10 ml de esta sus-
pensidn de gldbulos 100 mls. de diluyente veronal. Ya sea
la dilucidn de glébulos rojos 1:3 antes de la estandarizacidn
6 1:11 después, nos da una suspensién de eritrocitos que equi
vale al 3%.

7. -MEDIOS DE CULTIVO

- Se afiade 5 6 10 ml. de sangre desfibrinada estéril al agar Tripti
Casa soya derretido que ha sido enfriado a unos 452C (esto es com
probado usualmente en forma abroximada,colocando sobre la mejilla
la botella, debe sentirse uma sensacién agradable de calor). Se

mezcla agitando en forma circular en cajas de Petri estériles o

Testa-Laboratory DK 2730 Kenmarck ‘Copenhagen. Le Denmarck: Dina
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también en recipientes de otro tipo y se dejan en reposo

FORMULA DE AGAR TRIPTICASA SOYA

grms/1 de agua destilada

Peptona triptiCaSa .uveeieriiiivinineneenennennnns 15 grs.
Peptona phytona ....c.covviiiiiiiiinnnns Ceteaiees 5 grs.
Cloruro de SOdI0 ..t innineneneeneeonocnnnnnnnn 5 grs.
Yo 5 o 15 grs.

ph final 7.3 T
PREPARACION

Se suspenden 40 grs. -del polvo en-im litro de-agua destilada, mez-
clar 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 1bs de presidn durante 15 minu-

tos.

Caldo Tripticasa Soya

Férmula en grs/1 de agua destilada

Peptona triptlcasa v.oueievieinivnrenernonnnennan 17 - grs.
Peptona phytona ....o.iiiiiiiiieneeneenennannnns 5 —grs.
Cloruro de SOdI0 . i.viiereneennnnnnnnneennnnnnsn 5 -grs.
Fosfato dipotisico e e 2.5 grs.
DEXETOSa vttt titnerenneeennnnesencescennnnsnans 2.5 grs.

ph final 7.3
PREPARACION:
Hacer una suspensidn con 30 grs. del polvo en un litro de agua des

tilada. Mezclar bien. Calentar ligeramente si fuere necesario pa

ra completar 1la solucidn. Distribuir y esterilizar en tubos en
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autoclave a 118-121°C a 15 1bs de presidén durante 15 minutos.

Caldo Infusi6én Cerébro Corazbn

Férmula en grs/1 de agua destilada

Infusién de cerebro de ternera ......ccevecvecaanen 200.0 gr.
Infusidon de corazén de TeS ..vevrerieerennncanns ... 250.0 gr.
Peptona ............. Neeeneenn Ceeeeeeseesese e 10.0 gr.
Cloruro de s0di0 ...vevseeven Creeees e 5.0 gr.
Fosfato disddico ...vvevevens e s e s 9.5 gr.
Dextrosa ...ceeenrenan Cieteeerenee et 2.0 gr.

ph final ¥ 7.4
PREPARACION:
Disolver 37 gr. del material deshidratado en un litro de agua des-
tilada. Distribuir en los frascos Yy esterilizar en autoclave a

1212C a 15 1bs. de presibn durante 15 6 20 minutos.

Glicerina Dextrosa Agar + Antibibtico

Agar ..., e e eestare e 16 gr.
TraPTOSa vt ittt rerreanencnesoaonosnansacsnnan 33 pr
CloTUTO de SOAIO 5 uuuennieneneennnnnsennnnencesennnn 5 ml.
Glicerina ......... Ceeeeeees Ceeenae O . 20 ml.
Agua destilada ............ ettt ecoeanarenneennanas 1000 ml.

Esterilizar a 15 1lbs. de presién por 25 minutos. Agregar la solu-
cibn acuosa estéril de glucosa al 20% (5 ml/1t).

METODO:

Las soluciones estériles de los antibiéticos se afladen asépticamen-

te al medio Glicerina Dextrosa Agar (GDA).
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Actidione (Solucidn N) ' _
Disolver 4 gr. de actidione en 10 de acetona. Afadir 190 ml.de

agua destilada estéril. Reposar por 30 minutos. Refrigerar a 4°C.
Bacitracina (Solucién Nj
Disolver 0.5 mgs. unidades de bacitracina en 250 ml de agua desti-

lada estéril. Dejar reposar por 30 minutos. Refrigerar a 4°C.

Polimixin B Sulfato

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

frigerar a -20°C. A cada litro de medio de cultivo afiadir:

- 1.25 ml. de actidione.
- 3.125 ml. de bacitracina.

- 1.5 ml. de polimixin B sulfato. Mezclar y colocar en placas
de Petri.
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