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RESUMEN 

La detección rápida de anticuerpos contra hemoparásitos 
de Anaplasma rnarginale, Babesia bovis y B. bigernina fue 
lograda exitosamente mediante el uso de cuerpos de 
inclusión de A. rnarginale y merozoitos purificados de B 
bovls y B. bigernina, en una prueba serodiagnostica Dot- 
ELISA. El inmunoensayo enzimático utilizo solamente 20 
ng de merozoitos de Babesiaspp y 25 ng de antigeno de A. 
rnarginaie aplicado sobre discos de nitrocelulosa. Los 
compleios antigenwanticuerpo fueron detectados me- 
diante fosfatasa alcalina conjugada a proteina A y las 
reacciones fueron leidas visualmente después de la 
adición de un substrato cromogenico precipitable. La 
prueba permitió en menos de3 horas, el procesamiento de 
multiples sueros para tamizaje serologico o para determi- 
nación de titulo y fue tan sensible como la prueba de 
inmunofluorescencia indirecta (IFI). El comportamiento de 
Dot-ELISA para el diagnóstico serológico de la anaplas- 
mosis y babesiosis bovina fue analizado en 580 y 200 
sueros respectivamente y fue como sigue: A. marginale- 
sensibilidad. 93%; especificidad, 96%; y valor predictivo, 
95%; B. bovis - sensibilidad, 95%; especificidad, 82%; y 
valor predictivo, 95%: B. bigemina - sensibilidad, 98%; 
especificidad. 79%; y valor predictivo, 97%. No se obser- 
varon reacciones cruzadas con sueros bovinos positivos a 
Babesia spp, A. rnarginaie , Trypanosoma vivax o a 
infecciones virales y bacterianas comunes. El antigeno 
aplicado en la nitrocelulosa fue estable almacenado a 
- 20°, 4 O  o 25' C. Comparado con IFI, Dot-ELISA resultó 
más fácil. más rápida y con interpretación mas objetiva de 
los resultados. La simplicidad y bajo costo combinados 
con alta sensibilidad y especificidad hacen de Dot-ELISA 
una prueba fácilmente adaptable al tropico donde seria de 
La mayor utilidad para estudios seroepidemiológicoS de la 
anaplasmosis y babesiosis bovina. 
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ABSTRACT 

Rapid detection of antibodies to Anaplasrna marginale, 
Babesia bovisand B. bigerninaparasites was successfully 
achieved using isolated A. marglnaie initial bodies and B. 
bovisand B. bigerninamerozoites in a 0ot ELlSA serodiag- 
nostic test. The enzyme immunoassay used only 20 ng of 
Babesiaspp. merozoites and 25 ng of A. marginaleantigen 
dotted onto nitrocellulose disks. Antigen-antibody com- 
plexes were detected by use -of alkaline phosphatase-, 
coniugated protein A. and reactions were read visually 
after addition of a precipitable. chromogenic substrate. 
The test allowed the processing of multiple sera either for 
screening or for titer determinations of samples in less 
than 3 hours and was found to be as sensitive as !he 
indirect fluorescent antibody test (IFAT). The overall 
performance of the Dot-ELISA for the serodiagnosis of 
bovine anaplasmosis and babesiosia was determined in 
580 and 200 sera respectively. and was as follows: A. 
rnarginale -sensitivity. 93%; specificity. 96%; and predic- 
tive value, 95%. B. bovis -sensitivity. 95%; specificity. 82% 
and predictive value. 95%; B. bigernina - sensitivity, 98%; 
specificity. 79% and predictive value, 97%. Cross-reacti- 
vity was not observed with bovine sera positive to Babesia 
spp., A. rnarginale, Trypanosorna vivaxor common bacte- 
r i a ~  or vira1 infectious agents. The antigen dotted onto 
nitrocellulose disks was stable when stored at - 20". 4' 
or25' C. Compared with the IFAT, the Dot-ELISA allowed 
easier. faster. and more obiective interpretation of results. 
Its simplicity and low cost combined with high sensitivity 
and specificity makes this test a convenient immunoassay 
system readily applicable to the tropics where it will be 
rnost useful for seroepiderniological studies of bovine 
anaplasmosis and babesiosis. 

Key words: Anaplasmosis. babesiosis, cattle. serodiag- 
nosis. Dot-ELISA. 
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Existe un creciente interes por el desarrollo de 
tecnicas especif~cas, sensibles Y rápidas para el diagnos- 
tico serológico de infecciones microbianas y parasitarias. 
Si bien se cuenta con una variedad de pruebas para 
detectar anticuerpos de Anaplasma marginale y Babesia 
bovis y B. bigernina en bovinos (fijación del comple- 
mentoIs.'61. aglutinación en tarjetaIi.ig1, inmunofluorescen- 
cia indirecta (IF1)'6."i. aglutinación con Iatexl~ol, 
ELISAl7073I Y radio inmunoensayo[1~1), la mayoría de ellas 
adolecen de adecuada sensibilidad y especificidad, o 
requieren equipos especializados y compleja estandardi- 
zacion. En consecuencia, esos procedimientos resultan a 
menudo poco practicos para el diagnostico de rutina. 

La excelente capacidad de la nitrocelulosa para 
adsorber proteina12" sentó las bases para el desarrollo del 
DOT-ELISA. un ensayo inmunoenzimático simple. rapido y 
economico~5~. Actualmente, la tecnica es ampliamente 
aceptada para el diagnostico serologico de numerosas 
infecciones parasitariasii51. 

Usando cuerpos de inclusion purificados de A. margi- 
naleo extractos solubilizados de merozoitos de B. bovis y 
B. bigeminacomo antigeno "doteado" o aplicado en forma 
de mancha sobre discos de nitrocelulosa, hemos desarro- 
llado una prueba de DOT-ELISA para la detección de 
anticuerpos de A. marginale, B. bovis y B. bigernina. 
respectivamente. En el presente estudio. hemos evaluado 
el DOT-ELISA para el diagnostico serologico de la 
anaplasmosis y babesiosis bovina en comparación con la 
prueba IFI. 

MATERIALES Y METODOS 

Preparacion del antigeno 

1. ~nap iasma  rnarginaie. La cepa Florida de A. rnar- 
ginale fue usada para infectar un ternero esplenecto- 
mizado. Al pico de la parasitemia (75.80%). se colecto 
sangre en forma aseptica usando EDTA (ethinelediamine 
tetraacetic acid) como anticoagulante. Después de centri- 
fugar (2.000 g por 15  minutos) para eliminar el plasma. los 
eritrocitos infectados fueron lavados con buffer glicina 
0.1 M, pH3.0. a fin de remover anticuerpos adheridosllil. A 
continuación. los eritrocitos se lavaron 3 veces en PBS 
(Phosphate huffered saline), pH 7.econteniendo antipro- 
teasas (3.5 mM de tetrationato de sodio. Sigma) y 0.01% 
de timerosal. Despues de cada lavado la capa superior 
(buffy coat) fue cuidadosamente removida. El paquete de 
globulos rojos lavados fue nuevamente suspendido en 5 
volumenes de PBS y fue sonicado a 20 kilociclos con un 
flujo de 40 ml por minuto. en un sonicador ultrasonico LS 
175 Branson. Luego de 3 ciclos de congelacion y 
descongelacion, se repitio nuevamente la sonicacion. 
=ara asegurar una completa ruptura celular. el material 

sonicado se mezclo con un volumen igual de Nonidet P-40 
ISigma) al 11; en PBS y se incubo por 3 minutos a 
temperatura ambiente. La recuperacion de los.cuerpos de 
inclusión de Anaplasrna se logro mediante centrifugacion 
diferencial de acuerdo a rnetodos previamente descri- 
tosl.91. El peiiet conteniendo la fraccion parasitaria se lavo 
3 veces en buffer frio ii 55 mM de cloruro de colina y 5 mM 
de HEPES a pH 7.4) .  Ei pellet final conteniendo los 
cuerpos de inclusion purificados. fue resuspendido en 
PBS y la concentracion de proteina fue estimada por el 
metcdo de LowryI71, modificado por la adician de 3.5 mM 
de sodiododecyl sulfato (SDS) al buffer alcalino de la 
reaccion, a f in de determinar el contenido de proteinas de 
una suspensión particulada. 

2 .  Babesia bovis y Babesia bigemina. Cepas de B. bovis y 
B. bigemina originalmente aisladas en Mexico fueron 
utilizadas para infectar terneros esplenectomizados. En el 
pico de la parasitemia (2.4%). la sangre infectada fue 
asepticamente colectada y procesada para lisar en forma 
selectiva los eritrocitos nwinfectados. Para B. bovis se 
utilizó solución hipotónica de cloruro de sodio (0.06M) 
seguida de centrifugacion a diferentes velocidades para 
colectar los merozoitos intactos[l4I. El pellet de merozoitos 
se suspendió nuevamente en PBS y fueron solubilizados 
por sonicación. Para B. bigemina los merozoitos fueron 
concentrados con solución acuosa de cloruro de amonio 
al 0.83%. tamponada con buffer Tris 0.17 M pH 7.6 y 
mantenida a 37'C. Los merozoitos se recuperaron por 
centrifugacion diferencial y se solubilizaron con 1% de 
Nonidet-40 mezclado a volúmenes iguales. La concentra- 
ción de proteina de las respectivas suspensiones de 
merozoitos fue determinada por el metodo de Lowryi71. 

Muestras de suero. Setecientos ochenta sueros se obtu- 
vieron de varias fuentes: (1 ) banco de sueros del Instituto 
de Investigaciones Veterinarias en Maracay. Venezuela: 
408 sueros de bovinos con historia clinica conocida; (2) 
una finca de ganado de carne en Dixon Springs, Illinois, 
USA: 200 muestras de suero tomadas 4 meses después 
de un brote de anaplasmosis; y (3) 172 sueros obtenidos 
de 24 animales para experimentación usados en pruebas 
de vacunación de Anaplasma. Además, 32  sueros de 
bovinos positivos a Trypanosorna vivax, rabia. fiebre 
aftosa. leptospirosis, strongilosis y encefalitis viral bovina 
se utilizaron para pruebas.de reacción cruzada. 

Preparación de los discos de ~i trocelulosa. Se cortaron 
discos de 6 mm de diametro de la nitrocelulosa con una 
perforadora para Papel. Se empleó nitrocelulosa de 
BioRad (Richmond. CA. USA) de poro de 0.45 um. Para 
evitar contaminación con otras proteinas. los discos se 
manejaron con pinzas. A cada disco de nitrocelulosa se le 
aplico con una pipeta Pasteur un punto ídot) de aproxima- 
damente 1 u1 de suspensión conteniendo el antigeno 
respectivo. Para los cuerpos de inclusión de A. marginale, 
la concentración de antigeno fue de 25 ug  de proteina/ml 
y para los merozoitos de B. bavis y B. bigemina fue de 2 0  
ug de proteina/ml. Una vez aplicado el antigeno. los discos 
se secaron a temperatura ambiente por 1 0  minutos y se 
almacenaron a diferentes temperaturas (- 20' C, 4' C. 



REVISTA CIENTIFICA. FCV de LUZ 1 Vol II. N 2.  1992 

temperatura ambiente y 37' C) hasta ser usados. Discos 
de nitrocelulosa con antigeno recién adsorbido se usaron 
Para comparación de la estabilidad del antigeno a 
diferentes temperaturas. 

Procedirnienio del DOT-ELISA. Los discos de nitrocelu- 
losa (con el antigeno adsorbido) se colocaron en pocillos 
de microplacas de fondo plano de 96 o de 24  pocillos. 
Todos los pasos de la prueba se realizaron a teniperatura 
ambiente. usando PBS como buffer base. Los volúmenes 
de reactivos fueron de 1 00  a 200 ullpocillo. cantidades 
suficientes para cubrir los discos de nitrocelulosa. Sueros 
controles conoiidos. positivos y negativos se emplearon 
en cada prueba, ademas de un control de antigeno (PBS 
solo). 

1. Bloqueo. PBS-0.5% Tween-20 se agrego a cada 
Pocillo, e incubado durante 15 minutos y descartado. 

2. Incubacion de anticuerpo. Las muestras de suero 
diluidas a una dilución inicial de 1 :200 en PBS-0.05% 
Tween-20 fueron incubadas por 1 hora. Para la 
titulación de los sueros. se hicieron diluciones dobles 
a partir de la inicial. 

3. Lavado. Tres lavados de 1 0  minutos cada uno con 
PBS-0.1% Tween-20. 

4 Iricubación del conjugado. Se incubo durante 3 0  
minutos, utilizando fosfatasa alcalina-proteína A 0.5 
mg (Sigma) a una dilución de 1 :500 en PBS-0.05% 
Tween-20 

5. Lavado. Como en el punto 3. agregando un cuarto 
lavado con buffer TRIS pH 9.5 (0.1 M TRIS. 0.1 M NaCI. 
5 mMI Mg C12). 

6. Substrato de la enzima. El substrato utilizado fue uno 
comercialmente producido por Kirkegaard and Perry 
Laboratories Inc. (Gaithersburg. Maryland, USA). Ni- 
troblue tetrazolium (NBT). 5-brom-4-chloroindoxyl 
phosphate (BCIP) y buffer Tris 0.1 M pH 9.5, mezclado 
en la proporción de 1 :1 :10 y dejándolo actuar de 5 a 
1 O minutos. 

7. Parar la reacción con 2 0  n M  EDTA en PBS. 

8 .  Visualización. Se observo en los discos positivos, 
unos puntos o manchas de color púrpura de diferente 
intensidad y ausencia de color en los discos negati- 
vos. 

lnmunofluorescencia Indirecta (IFI). La técnica fue condu- 
cida de acuerdo a la metodologia descrita por Montene- 
gro-James y col,"''. La dilución inicial del suero fue de 
1 :40. Se hizo la determinación de titulos de anticuerpos en 
292 muestras de suero. El rango de titulos se estableció 
de la siguiente manera: Bajo. 1 :40 a 1 :BO (IFI), 1 :200 a 
1 :400 (DOT); medio 1 :60 a 1 :320 (IFI). 1 :800 a 1 :1600 
(DOT), A l tor1 :640 ( IF l ) ,z l  :3200 (DOT). El porcentaje de 
acuerdo131 entre IFI y DOT-ELISA fue determinado en 3 
grupos de sueros con un total de 608  muestras. 

Determinación de los valores de sensibilidad, especifici- 
dad y valor predictivo. del  DOT-ELISA. En base a los 
resultados de 780  sueros de bovinos con 5istorias 

conocidas de infección natural o experimental con A. 
marginale, B. bovis y B. bigemina, los valores de especifi- 
cidad, sensibilidad y valor predictivo del DOT-ELISA 
fueron calculados de acuerdo a las fórmulas es:ablecidas 
para la validación de pruebas diagnósticasl31. 

RESULTADOS ., 

Estandarización de los antigenos 

Los antigenos de A. marginale, B. bovis y B. bigemina, 
preparados en la forma indicada y almacenados a- 20°C 
resultaron óptimos para ser usados en DOT-ELISA. 
Después de titular las suspensiones de antigenos, las 
concentraciones mas adecuadas a usar en la prueba 
fueron las siguientes: A. marginale.25 ug de proteinalml o 
aproximadamente 25 ug de proteina1DOT. Para B. bovis y 
B. bigernina 20 ug de proteina/ml o aproximadarente 20 
ug de proteina/DOT. La actividad antigénica disminuyó 
gradualmente luego de varios ciclos de congelación y 
descongelacion; sin embargo. el antigeno adsorbido en 
los discos de nitrocelulosa permaneció estable por mas de 
dos años almacenado a - 20" o a 4" C. Conservado a 
temperatura ambiente permaneció estable por lo menos 3 
meses y por un mes a 37' C. 

Procedimiento del DOT-ELISA. El bloqueo mas efectivo de 
los sitios libres de unión de la nitrocelulosa conteniendo el 
antigeno, fue con 05Yo de Tween-20 en PBS. con un 
periodo de incubación de 15 minutos. El bloqueo resulto 
menos satisfactorio cuando se usó albúmina de suero de 
bovino. leche en polvo descremada o gelatina. Debido a su 
efectividad y bajo costo, se escogió el Tween-20 a la 
concentración de0.5% como el agente bloqueador para la 
prueba. Para la prueba de Dot-ELISA se selecciono la 
enzima fosfatasa alcalina acoplada a la proteina A como 
sistema de detección del compleio antigeno-anticuerpo 
debido a su capacidad de reducir en forma notable las 
reacciones inespecificas sin reducir en forma significativa 
la sensibilidad del ensayo. 

Los resultados de una tipica prueba de DOT-ELISA 
para A. marginale aparecen en la Fig. 1 .  La columna 1 
muestra íizq. a der.) el control positivo, el negativo y el 
control de antigeno; las columnas 2-6 corresponden a 5 
grupos d e 3  animales experimentales cada uno, a los que 
se les tomaron muestras seriadas de suero una vez por 
semana. Las primeras reacciones positivas aparecen 
débiles (filas superiores) luego se pusieron mas intensas 
en los grupos vacunados (columnas 2 a 5), mientras que 
los animales no vacunados (columna 6)  permanecieron 
negativos durante las9  semanas de monitoreo. Fig. 1. Una 
titulación de anticuerpos para B. bovis y B. bigemina 
usando el DOT-ELISA se demuestra en la Fig. 2 .  Se 
visualiza claramente la reacción indicativa del punto final 
del titulo para cada suero íizq. a der.). 

El porcentaje de acuerdo entre el DOT-ELISA y la 
prueba estandar IFI para el diagnóstico serológico de la 
anaplasmosis bovina fue calculado en dos grupos de 
sueros de Venezuela y de Estados Unidos (agrupados por 
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sueros fue la siguiente: B. bovis: 95% de sensibilidad (9 
reacciones falsas negativas de un total de 158 verdaderas 
positivas); 82% es especificidad (9 reacciones falsas 
positivas, de un total de 42 verdaderas negativas) por lo 
que el valor predictivo del ensayo fue db95%: B. bioemina: 

j - i- 1 .  1 ? . 98% de sensibilidad (3 reacciones falsas negativas de un 
1 I I total de 185 verdaderas oositivas): 79% de esoecificidad 1 

Fig. 1. DOT-ELISA usando cuerpos de inclusion aislados de A. 
margjnale para el diagnóstico serologico. Columna 1 (izq. a der.). 
controles positivo. negalivo y del antigeno. Columnas 2-5, suero 
de 3 animales oor aruoo vacunal. colectado semanaimente en . 
forma seriada de la semana O a la 8 Columna 6 sueros de 3 
animales del grupo control sin vacunar colectado seriadamente 

edad). Los resultados demostraron un porcentaje de 
acuerdo de19246 y 93% respectivamente. Fig. 3, indicando 
que el DOT-ELISA resultó tan sensible como la prueba iFi 
en detectaranticuerpos IgG para anaplasmosis bovina. La 
distribución de frecuencias de tituios de anticuerpos fue 
analizada con 92 muestras de suero positivas a A. 
marginale. El DOT-ELISA demostró frecuencias relativa- 
mente mayores para titulos altos (42'/~), y medios (38%) al 
compararlas con frecuencias de 34% y 16'6 para los 
mismos rangos de titulos obtenidos por IFI. Fig. 4. 

El porcentaje de acuerdo entre el DOT-ELISA e IFI 
para B. bovis y B. bigemina calculado en 200 sueros. fue 
de 89% para B. bovis y 95% para B. bigemina respectiva- 
mente, ver TABLA. La distribución de frecuencias de 
titulos de anticuerpos segun los rangos establecidos, 
mostro mayor frecuencia de titulos.medios y altos en DOT- 
ELiSA para B. bovis y una distribución de frecuencias de 
titulos similar para ambas pruebas para B.' bigenilna. 
Fig. 5. 

No hubo reacciones cruzadas con sueros bovinos 
positivos a otras infecciones (ver Materiales y MBtodos) ni 
con el antigeno de Anaplasma ni con los de Babesia. La 
validación de la prueba DOT-EIJSA de acuerdo a los 
valores de sensibilidad. especificidad y valor predictivo 
para el diagnostico seroiogico de la anaplasmosis bovina. 
fue determinada en 580 sueros con los siguientes 
resultados: 93% de sensibilidad (19 reacciones falsas 
negativas de un total de 269 verdaderas positivas); 96% 
de esoecificidad (13 falsos ~osi t ivos de un total de 3 i  1 

~ - .~~ ~ ~ . . 
(4 reacciones falsas pos/tivas de un total de 15 verdade- 
ras negativas), resultando en un valor predictivo del 97%. 
La confiabilidad entre pruebas o reproducibilidad del 
ensayo fue establecida por la inherente invariabilidad de 
los resultados obtenidos luego de repetido el examen de 
los mismos sueros. 

Una prueba diagnostica ideal debiera ser sensible 
especifica. reproducible. económica y simple de realizar. 
El DOT-ELISA aaui descrito. utilizando cuerpos de inclu- 
sión aislados de A. marginaleo extractos de merozoitos de 
B. bcvis o B. bigemina, resulto una prueba altamente 

t 1 1 I J 

verdaderos negativos). dando un Valor predictivo de 95% ~ i g .  2.. ~i t~~ación.de sueros individuale9 usando DOS-ELISA con 
para la prueba. La validación del DOT-ELiSA para el meroroitos de B. bovisy B. 8igemina.Izq. a der.; diluciones dobles 
serodiagn0stico de babesiosls bovina determinada en 200' empezando con 1.200. 
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Corn~aracion de IFI Y DOT-ELISA 
Venezuela y ~ . ~ p r i n g s ,  IL, USA 

Anaplasrnosis bovina 

Edad 
Dot-Ven. m IFI-Ven. 0 Dot-IL IFI-IL 

11.208 Venezuela,SZ% n-200  ILUSA.93% 
Fig. 3 Disiribuclon de i recuencas oe sercrreacrcres a i rnargirra'e usando DOT~ELISA e IF1 rri ucs grupos de sueros 
Porcentaje de acuerdo es nd lcado 

I 

Comparacion de IFI y DOT-ELISA 
Anaplasma marginale 

Bajo Medio Alto 

Rango de Titulo de Anticuerpos 

IFI DOT-ELISA 
Fig. 4.  Distribucion de frecuencias d e  rango de ti lulo de anticuerpos para serorreactores a A niargrriaieusandu i iO1-ELISA e If 
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Comparacion de IFI y DOT-ELISA 
Babesia bovis y Babesia bigemina 

- 
Neg. Bajo Medio Alto 

Rango de titulo de anticuerpos 

Dot-B.bo IFI-B.bo U ~ot -B .b i  m IFI-B.bi 
Fig 5 Iws~ributon de irecuencias de rango Ue tlrulo de anticuerpos para B bovisy B bigenirna usando DOT ELISA e IFi 

TABLA 

PORCENTAJE DE ACUERDO ENTRE LAS PRUEBAS 
DOT-ELISA E lfl PARA EL DIAGNOSTICO 
SEROLOGICO DE LA BABESIOSIS BOVINA 

Babesia bovis 
IFI 

Prueba de Referencia 
Positivos Negativos Total 

Positivo 145  9 154 
DOT-ELISA 

Negativo 1 3  3 3  46 

TOTAL 158  42 200 

Porcentaie de Acuerdo = 89% n = 200 

Babesia bigemina 
IFI ' 

Prueba de Referencia 
Positivos Negativos Total 

Positivo 179 4 183  
DOT-ELISA 

Negativo 6 ,11 17 

TOTAL 185 1 5  200 

Porcentaje de Acuerdo = 95% n = 200 

sensible y especifica con un valor predictivo promedio de 
95% para e l  diagnóstico serológico de la anaplasmosis y 
babesiosis bovina. 

Pappasi151en una revisión reciente del uso. hoy en día. 
del DOT-ELISA en inmunoparasitologia, concluyó que la 
prueba es una de las mas versatiles ya sea para detectar 
antigeno o anticuerpo y que se adapta tanto a condiciones 
de laboratorio como a la3 de campo. El DOT-ELISA puede 
completarse en menos de 3 horas y permite el procesa- 
miento simultaneo de muchos sueros. 

El punto final de las titulaciones puede determinarse 
facilmente. ya que la interpretación de resultados, es 
visual. La prueba en formato de microplaca economiza 
reactivos y no requiere deequipo especializado. Además 
de estas ventaias. tiene una mayor sensibilidad que la 
prueba tradicional de ELISA, debido a la mayor capacidad 
de la nitrocelulosa de adsorber antigeno. en comparación 
con el poliestireno o poiivinil[sl. 

Un valor de especificidad aceptable para cualquier 
ensayo es primariamente funcion de la calidad del 
antigeno mas que de la metodologia de la prueba. En el 
diagnóstico serologico de la anaplasmosis bovina. reac- 
ciones ine3pecificas se atribuyen a la presencia de 
anticuerpos dirigidos a antigenos er i t roc i tar io~ '~" . '~ I .  
Estos anticuerpos se conjugan con las inmunoglobulinas 
antibovinas resultando a menugo en especificidad sub+ 
timal.'ol En el presente estudio, se observo un aumento de 
la especificidad de la prueba cuando se utilizo un antigeno 
ourificado. De esta manera se pudo reducir efectivamente 
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