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AESUMEN.

Lab is es una enaf ot ir ¥ de curso ctonico que afecta ol ganado
ovino v i v otras 3 de . v de wida silvestre, odeméas del
. debido a esta Giti

caracteristica so le clasifica dentro del grupo de las zoonosis. Por otro
lado, esta enfermedad reprosents una barmrera no arancetiarns de tipo sanitano que influye de maners
nNegative en ol comercio de Y sUs pr

con cotros paises. Aungue s~ cuentan con una
wariedad de prucbas di OS estas pr i

va que los anticuerpos inducidos
por 1a vacuna cepa 19 en dosis clasica 6 en dosis reducida son dificiles de diferenciar de aguellos

inducidos por una infeccion natural 8 ravés de las prucbas serologicas rutinarias debido 8 que
ambos tipos de icur bl estén dingid

g contra la cadena-O lipopolisnchrida
presente en el género Scscple spp. Desde hace vanos afos, se comenrd la evaluncion de varias
vacunas mMastantes de 8, sbartus. los asles tendnn Ins coar i

10 tanto es una cepa MIQOsSs ¥ puede sabrevivir pocss

de de !'a cad

past-inocul - Al ser una cepa
fugoss se evitaba ls seroconversion ademés de inducit una respues1d inmune adecunda. £l objetivo

de este trabajo fue evaluar 1a respuesta scroldgica producida por la vacuna de Eriscnls abortus cepa
Qo por trans en un hato bovino con br ]

0. por

er ica. La rrestante
POf BBNIPOICION se INGCLIo 8 16 becerras Holstein, via subcutAnea. a la dosis de 1 x 10° UFC/md
con une edad de 4-6 meses. asegqurandose previamente gue NO tuVIEronN anticuerpos contra ia
brucelosis. Se realizaron Muestreos sanguineos pern:

poia las pruebes serolégicas
rutinarias. parsielo 8 esto se empled Ia prueba de ELISA indirecto vy 1a pruebs de aglutinacion lema
en tubu con un geno nugoso

preparado & partir de la cepe vacunal a uns
concentracion celular del 4%, con las pruebas mencionadess se cuamntifict la respuesta inmune. Al
cabo de 12 meses post-vacunecion se realizd la prucba de inupdermorescadn con e brucellergeno
OCB8 {(Extracto proteico de fascolis. Batch Nao. 2615 1). £n las pruebas serodiagnésticas se observd

que e mayos trulo de anticuerpos se presentd s los 30 dias mameniéndose hasta 90 dias post-

paulatinamente hastn casi ser imperceptibles cerca de los 10 meses post-
vacunacion. B]1 total de animales del grupo vecunado dio reaccion pasitiva al Brucellergeno, en
comuaste, no hubo reaccién siguna en un grupo control negative utlizado. Conforme a los
resultados. se concluye qgue la cepa mutante -ndu,o unsa tespucsia protectora. ya que e grupo de
snimales vacunado s€ Mamuvo 3

g al & i O ame un desafio natural que se
dio ol p los ani en un hato s brucelosi demss de que no

irtieron, o3l Que se dicran resultados falsos positivos post-vocunales en las
pruebas oficisles.



INTRODUCCION.

La brucelosis es una enfermedad que continvda siendo un
problema para la ganaderia nacional, por ser una enfermedad
infectocontagiosa que afecta a casi todos los mamiferos
domésticos y de vida silvestre. generando grandes pérdidas a la
ganaderia nacional. Es un problema importante de Salud Pablica,
pues es la zoonosgis mas importante, numéricamente hablando. del
pais.

En México durante 1992, la produccidn nacional de leche
fresca fue de 7 mil millones de litros aproximadamente, doe los
cuales solo el 20% fue pasteurizada, el resto de la produccidn
se destiné a la industria de derivados (40%) y consumo de leche
bronca {(40%) . Por otro lado, existe un déficit de alrededor de
12 millones de 1litros de 1leche diarios, por lo gque grandes
volumenes de leche en polwvo tiene que ser importado para cubrir
esta necesidad basica, ocasionando erogaciones millonarias
anualmente, (11) .

Por otro lado, esta enfermedad representa una barrera no
arancelaria de tipo sanitario que influye de manera negativa en
el comercio de animales y sus productos con otros paises.

En México, segun la Secretaria de Salud. se registran
anualmente un promedio de 6,500 casos de Brucelosis humana. Esta
cifra representa sélo los casos registrados de pacientes que
demandan atencién médica, por 1o que se considera qgue s6élo

representa al 30% de la poblacidn afectada, (11).
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HISTORIA.
A la brucelosis se le ha 1lamado Aborto Contagioso, Aborto

Infeccioso, Fiebre de Malrta, Fiebre Ondulante (ambos nombreg
usados en Medicina humana), Enfermedad de Bang, Enfermedad de
Bruce y Fiebre Ondulante del Mediterrdnec (cuando el agente

causal es B. melitensis). En 1886, Bruce aisld por primera ve:x

al microorganismo causal v lo nomb:$ Micrococcug melitensis. Bang
en 1897, describe el agente que produce el aborto en el ganado
la similictud entre 1la

de Dinamarca. Evans en 1918 demostrd
bacteria de Bang y M. melitensis. E!l tercer agente de brucelosis
fue aisladeo por Traum en 19214; Huddleson en 1929 1l1llamd al
organismo Brucella suis. Buddle en 1956 reportd Brucella ovis y

en 1957 Lackman aislo Brucella neotomae de una rata del desierto:

Carmichael y Bruner en 1968, fueron los primeros en reconocer
infecciones en perros causadas por Brucella canis, (6, 30).
La brucelosis se conoce en México desde 1905, cuando el Dr.

Valenzuela sospechaba que sus enfermos de fiebre remitente
prolongada pudieran padecer fiebre de Malta. En afios siguientes,

cuerpoe en 1912, cuando el Dr.

las sospechas fueron tomando
de una enfermedad

Reséndiz, de Querétaro relaciond la aparicidn
caracterizada por fiebre prolongada interrumpida por

con la importacién

extraiia,
periodos apiréticos, sudores profusos, etc.,

de cabras murcianas en 1910. En 1912, Placeres demostré mediante

estudios bacteriolégicos y serolégices la presencia de 1la
enfermedad en México, (7).
Se tienen antecedentes de que el primer diagnéstico de

brucelosis humana fue en 1905. En 1923 se aisld® la primera cepa

de Brucella melitensis. Para 1945 se tenia un registro de 1432
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casos de brucelosis humana en 21 de las 32 entidades federativas
gque informaron, (6).
La primera encuesta seronlégica de trascendencia que se llevd

a cabo para determinar la prevalencia de la brucelosis bowvina en

México, fue en 1952, En 1970 se implementd un programa permanente
gque en 1981 se oficiali=zd., estableciéndose la Campana Nacional
contra la Brucelosis (24).

En Maxico en 1993, la pablacion de bowvinos =ra de 3,443, 641

cabezas de ganado lechero y 29,288,283 bovines productores de

carne. La prevalenc:a de brucelosis estimada por la entonces SARH
era de 8.41% para bovinos de leche ¥ 4.27% para bovinos de carne,

(13) .

ETIOLOGIA.

Morfoldgicamente los organismos del género Brucella spp. Son
cocobacilos, con 0.5 a 0.7 um de longitud. Por lo geaneral

aparecen aislados & en pares, pero a veces se ven cadenas cortas

¢ grupos, son Gram (-) sin coloracidn bipolar, no tienen cipsula

verdadera, no producen esporas, ni flagelos, (26)

El género Brucella spp. no se desarrolla en medios de

cultivo gue contengan solamente peptonas; se reguiere triptosa

6 tripteina y algunas wveces suplementos tales como infusidn de
higado, suero de bovino 6 hidrolirzado de levadura. De B. abortus

sSe conocen 8 biotipos {(del 1 al 9; no hay No. 8), de B.

melitensis 3, de B. suis 4 y de las tres restantes sélo uno de

cada una, (26).
Algunas brucelas crecen en agar sangre cuando se incuban

aerédbicamente pero no son hemoliticas. El crecimiento de las

brucelas se estimula con suero, reguiriendo algunas brucelas de



un S a 10% de €O, para su crecimiento. En su aislamiento
primario, muchas cepas de Brucella son de crecimiento lento,

siendo las colonias de un didmetro de 0.5 a 1.0 mm, elevadas ,
convexas, con el borde entero; las colonias pueden ser lisas,

mucoides & rugosas, (42)

LOsS sueros monoespecificos de B. abortus (A) y B, melitensis
(M) se utilizan para distinguir las biovariantes de las cepas
lisas (B. abortus, B. melitensis y B. suis). El suero antirrugoso

(R) aglutina a las dos especies rug

{B. canis y B. ovisg), las
colonias de las especiaos l1isas no pragsencan reacciones cruszadas
con las coleonias de las especies rugosas, (42) .

Las especics de Brucella son oxidasa-positivas excepto B.

ovis que es oxidasa-negativa. La alucosa es oxidada por todas las
especies de Brucella

12 excepro B. ovis, (a2).

Tres especies 1isas del género B. abortus, B. melitensis v

B. suis son patdgenas para una amplia gama de mamiferos, aungue
cada una de ellas tiene un hussped doe eleccidn., (219) .

La virulencia de este géneros estd dado por el metabolismo
de 1la bacteria dentro de la célula fagocitica y por su
extraordinaria infectiwidad, (39).

Asimismo se sabe que los lipopolisaciridos de la membrana
extcerna Y las proteinas juegan un papel importante como
determinantes antigenicos induciendo tanto inmunidad celular como
humoral; cuando por diversos factores la brucela permanece en una
fase crénica en el huésped, se induce un estado de hipersensi-
bilidad, ademas, se han mencionado al polisac&rido "B" (poli B),
a las protefinas de membrana externa (porinas, proteinas del grupo

3 ¥ una lipoproteina ligada al peptidoglicano como determinantes




antigenicos, (39).
La enfermedad se hace mis evidente en hembras que en machos.

y afecta mds a gestantes que a novillonas, sSe cree que cs debido

a la presencia del eritritol, que es un polisacdrido, por el cual

la brucela tiene un marcado tropismo, si la infeccién se da a

edades tempranas, los signos clinicos se manifiegstan hasta que

la vaca estd gestante, (39)

cistentes a los factores del

Las brucelas son medianamente oy

aumentan la temperatura

medio, su resistenc:ia ionminuye cuando

y la humedad; son muy s<nsibles a la lux sgolar, a temperaturas

superiores a 55°C, no registe la pasteurizacion: las radiaciones
ionizantes, los desinfectantes cemunes 3y la sequedad extrema

inhiben su reproduccidn; resisten la congelacidn, 21 ahumado asi
como a una amplia gama de antibidricos, (24)
PATOGENIA.

Puerta deo entrada del agente.

La vaca es infectada a través de las siguientes vias de
entrada: Ceonjuntival, gastrointestinal ¥ en soluciones de
vacas tienen el hdbito de

continuidad en la piel, ademas las

M

lamer membranas fetales, fetos Yy terneros recién nacidos, as

como lamer los genitales de otras hembras cuando estdn en fase

de estro. (40).

Las vias de eliminacién més importantes del germen son: Las
cubiertas fetales, liquido amnidtico y feto; los excrementos de
las secreciones vaginales que fluyen

la

animales recién nacidos;

tras el aborto, permanecen infectantes durante 1 & 2 semanas;

leche en la cual se elimina practicamente todo el tiempo que dura

la infecciédn; la eliminacidén a través del esperma s0lo ocurre en



casos de sementales fuertemente contaminados con orquitis y
epididimitis, (40). )

Fase Subclinica.

Implantacidn.

Después de la infeccién inicial, se produce localizacién en
los nédulos linfaticos regionales. luego hay propagacién a otros
tejidos: Bazo y nddulos mamarios e iifacos, donde persiste por
largos periodos Yy constituys una tuente de reinfeccidn, B.
abortus tiene predileccidn por dtero gravido, ubre, testiculos
Y glandulas sexuales masculinas accesorias, nodulos lintdticos,
capsulas articulares y bolsas, en la ubre s5e desarrollan
abundantemente las brucelas y se eliminan con la leoeche durante
el periodo de lactancia, siendo en este tejide donde se mantienen
activas en los intervalos de las gestaciones, {(39)

Reaccidn tisular. Aungue la brucela es fagocitada, puede
crecer 3 multiplicarse dentro Qe los lisosomas de los fagocitos.

En el caso de animales gestantes, a nivel de Gtero las
lesicnes se originan en la pared del Organo provocando una
endometritis ulcerosa en los egpacios intercotileddneos, con el
subsecuente invalidamiento de las wvellosidades. En el caso de
machos, se produce una reaccién inflamatoria local en testiculos,
epididimo, escroto y ténica vaginal, (39).

Perfodo de incubacidén. Por experimentacidén se ha demostrado
que el pericdo de incubaciédn es variable e inversamente
proporcional al desarreollo del feto; en el caso de machos también
es variable y es inversamente proporcional al desarrollo de los
testiculos, sin embargo, es definitivo que la duracidn del mismo

varia en relacién a la ruta y dosis de infeccidn, asi como 1la
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virulencia de la cepa infectante y la resistencia natural del

huésped, en general, se considera que 1o0s signos c¢linicos suelen

producirse después de los 30 dias, (39)

Fase Clinica.
Signos especificos.

El aborto en el Gltimo tercio de la gestacidn es el signo

predominante; en machos €5 la orguitis y la epididimitis. Puede

observarse nacimiento de ternaros munrtos & ddbiles, retencidédn

placentaria. Ancrexia, decaimiento. En hembras, disminucidn hasta

en un 25% en la produccidn laccea, infervilidad; en machogs
renuencia a la monta por la orquitis gque e5 dolorocsa., (39).
Lesiones. Los fetos abortados entre el 50. mes de gestacidn
6 al término de la misma €stan con frecuencia oedemaiosos y con

excesivo liquido subcutdneo, pero con pocas lesiones distaintivas,

las lesiones de la placenta radican en una necrosis de los

cotiledones ¥y recubiertos por un exudade scscuro. La apariencia

macroscédpica del Gtevro gestante y del drero postparto es normal,

después del aborto se presenta una endomerritis con recuperacidn
variable, (42)

Secuelas. Tanto en el macho por la epididimitis, como en la

hembra por el aborrto y 1la retencidn placentaria, se puede

originar infercilidad 6 esterilidad. Asimismo, la bacteria puede

eliminarse por leche durante largos periodos, siendo una fuentce

de infeccién para becerros Yy otros animales incluyendo al hombre,
(39).

Prondstico. Dada la persistencia del germen en el organismo
infectado y la resistencia de éste a los tratamientos, se reco-
mienda el sacrificio de los animales infectados, pues no se

B




garantiza el éxito del ctratamiento primario, ademas de que
resulta Ccostoso y poceo prdctico. Las medidas de prevencién sin
especificarlas en los diferentes niveles de atencién, incluyen
saneamiento bisico, vacunacioén, cuarenctena, Segregacién,
aislamiento y desinfeccidn, (39).

IMPORTANCIA ECONGOMICA.

Algunos investigadores han clasificado las pérdidas que
causa la brucelosis de la siguiente manera:

-PERDIDAS DIRECTAS APARENTES:

Pérdida del becerro ocasionada por el aborto (15%),

problemas reproductivos (recencidn placencaria, esterilidad
temporal 6 permanente}, disminucion de la produccidn lactea en
un 20% causada por el aborto o efecto indirecrto de la

infertilidad, incremento de las crias muertas de los animales de
reemplazo en los hatos infectados., (35) .

Se considera arbitrariamente, de acuerdo a trabajos
realizados en México, gque el 15% de los animales reactores
positivos abortan y en nuestro pais de acuerdo a la prevalencia
estimada se ha calculado que las pérdidas ascienden en ganado de
carne a USS 788,142.70 y en ganado de leche a US$ 9992,011.20. En
brucelosis caprina. el porcentaje de aborto es del 13.1%
ocasionando pérdidas de hasta US$ 795,646.80 en un aito, (11).

Los datos estadisticos considerados referentes a la
eficiencia reproductiva son del 65t para ganado de carne y para
ganado de leche son del 70%. En este contexto, las pérdidas se
han estimado en US$S 2,167,391.06 para ganado de carne y para
ganado de leche en USS 2,9%7,033.60 considerando gue el hato de

carne se constituye de 95% de hembras y en ganado de leche del

S
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98%, (11).
El valor de la reposicién en nuestro pais es en ganado de

carne USS 194,133,333.33 y €en ganado de leche US$ 64,800,000,

dando un total de USS 258,933,333.33. El valor dec reposicidén en

ganado caprino es de USS 42, 324,633.33, (11).
Se ha demostrado que vacas con brucelosis disminuyen su

produccién ldctea en un 201 estimandose que los litros perdidos

promedio por vaca son aprox:imadamente 217 litros por ano. (11) .
Los gastos de asistencias del medico vaterinario No se ha

cuantificado, pero se considaora Come una erojgacion importante,

aunque la brucelocis no es neoecesariamente mortal en bovinos, se
sabe que los cuadros de bacteremia, asi como las mialtiples
complicaciones pueden desencadenar la muerte do algunos animales

enfermos crénicos. Se calcula que el 1% de las vacas que abortan

mueren, (11).
-PERDIDAS DIRECTAS NO APARENTES:

La evaluacién de estas pérdidas resulta aun mis diffcil que
las aparentes, en virtud de qgue estdn sujetas a la inspeccidn
clinica constante, Y a un canocimiento profundo de las
condiciones epizootioldgicas que condicionan la enfermedad; entre
las variables identificadas estan: Reduccidn del valor comercial
del ganado infectado, retards en el crecimiento, decremento en

el peso, rompimiento ¢ pérd:ida de las lineas genéticas en los
hatos infectados, (35).
-PERDIDAS INDIRECTAS CONSECUTIVAS:
Se considera dentro de esta rubro aquellas que repercuten
sobre la salud publica. Esta enfermedad, aunque puede tener un

comienzo siibito en la persona que la padece, tiende a ser de

10



curso crénico y causar incapacidad temporal § permanente y, en

el caso de poblacién econbémicamente activa, ausentismo,

disminucién en la productividad del individuo, gastos médicos;
en el caso de escolaresg, disminucién en el rendimiento escolar

¥ en ocasiones causar la muerte, (35} .

Segun cifras estimadas por la Secretaria de Salud, las
pérdidas econémicas por el tratamiento diagnéstico e incapacidad

son de USS 123,704.27 al ano; sélo de los casos que se notifican

Yy Que demandan atencién médica institucional que, como se anotéd
antes, constituye sélo un porcentaje del total de la poblacién

potencialmente afectada; asimismo estca estimacién es sin

considerar la disminucién en la productividad laboral del

individuo enfermo &6 los aflos de vida productiva perdidos, (11).
Por otro lado no se cuantifican econdmicamente los costos

derivados de las defunciones de los individuos con enfermedad

crénica; de acuerdo a datos del Sector Salud, anualmente se
registran, en promedio, 30 defunciones gque tienen como causa

primaria de muerte la Dbrucelosis; la cuantificacién de esta

mortalidad, en términos econdmicos, s ha desarrollado en

términos de ajfios de vida perdidos: aunque por definicién una vida
humana es invaluable, (11}.
IMPORTANCIA DE LA VACUNACION.

El control de las enfermedades en los animales debe
realizarse con dos objetivos fundamentales: Obtener mayor
eficiencia en la producciédn de alimentos de origen animal y
prevenir las enfermecdades transmisibles al hombre. Los métodos
de control se basan por lo general en la aplicacién de uno 6 mas

puntos que se mencionan a continuacidén: Vacunacién, eliminacién
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aplicacién de prdcticas Qe manejo

de los animales enfermos y la
orientadas a reducir los riesgos de infeccidn (32) .
Para que la vacunacién produzca el efecto desecado, es decir,

la proteccién casi total de los animales., y para la interrupcién
de la propagacién de la enfermedad, es necssario gue: La vacuna
sea de buena calidad, bien ftabricada, controlada, conservada y
correctamente aplicada. La vacuna sea administrada a todos 6 casi

susceptibles de la

Por esta razén en

sona.,

todos los animales
zonas de alta prevalencia (mds del 10t de los hatos infectados),
es mas efectivo vacunar gsimultdaneamente todos los animales
Pivamaente una poblacidn

para construir progr

joévenes y adultos
el matodo de

(37) . En la actualidad,
12 de Br. abortus,. (32

inmunizacién

resistente,
es la vacuna Cepa

recomendado
La vacunacidn con la deosis clédsica d2 cepa 19 en animales

mayores de 6 meses de edad, suele ocasionar abortos en hembras
gestantes. Ademds de que para obteoner una inmunidad de hato se
requieren varios afos, hasta que l1o0s becerros wvacunados lleguen

al ganado adulto susceptible.
inmunidad de hato a corto

a reemplacar Por lo tanto Se buscd

un método gque permitiese alcanczar la

plazo, reduciendo el riesgo que implica para el ganado la
presencia de un foco de infeccién. En 1976, Nicoletti, (31).
reportd$ sus experiencias con la dosis reducida encontrando que
induce una proteccién eefectiva al ganado, no

la vacunacién
del 1% de los animales

ocasiona abortos en mds vacunados, (22).
Bajo condiciones experimentales, la inmunizacidn del ganado

vacuno con cepa 19 protege aproximadamente al 70% de los animales
vacunados contra un desafio con una dosis de cepas virulentas de
la cepa 19 produce

B. abortus, (33). Bajo condiciones de campo,
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una proteccidén ocasionalmente superior al 70%, (31). La
vacunacidén del ganado con B. melitensis cepa Rev 1 parece inducir
una mejor proteccidén que la vacunacién con la cepa 19, (23); de
cualquier modo, esta estrategia de vacunacién no ha sido ugsada
La vacunacién de con cepa 19 para

melitengis <5 menos
36

ovejas S cabras

en el campo.
prevenir la infeccidén con B. exitosa que la
melitensia cepa Reow 1.

contra la brucelosis

{25, ).

vacunacion con B.
dispone para la

La Camparia Nacional
2 tipos deo vacuna cepa 1% una considerada

vacuracién en bovinos
3 a & meses

como wvacuna en dosis cldsica para vacunar becorras de
1 x 10°* UFC de Brucella

contener por 1o menos
¥ e

de edad gque debe
reconstituida A

por mililitro de vacuna aplicardan
subcutrdneamente una dosis de § ml de wvacuna cepa 19 (5 x 107

en hembras mayores de 6 mesec ni
otra para hembras

menores

UFC). no debe utilizarse
ni animales gestantes o machos, y

incluso gestantes,
arse a partir de los

de 3 meses,
denominada wvacuna de dosis

mayores de 6 meses,
esta vacuna puade aplic

18 meses,

reducida,
en el caso de que hayan cladsica a la

6 bien puede

sido vacunadas con la dosis

edad de 3 a 6 meses, aplicarse a hembras mayores de
6 meses gue no recibieron la vacuna con dosis clasica,
a 3 x 10 UFC por cada dcsis,

esta debe

contener un titulo de 3 x 10*

a 2 ml. Bajo ninguna circunstancia se permitiri

equivalente

diluir la vacuna en presentacidn de dosis
(Norma Oficial Mexicana NOM-041-2Z00-1995, Diario

cldsica para obtenerxr

dosis reducidas,
Oficial, B-Nov-95).

Las vacunas vivas scn probadas para inducir una mejor
en el caso de muchas enfermedades

inmunidad protectora como es
La

causadas por microorganismos intracelulares facultativos.
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vacuna viva, B. abortus cepa 19, gque es usada extensivamente para
proteger al ganado bovino, contra la infeccién. No puede ser
clasificada como una vacuna ideal. ya que tiene caracteristicas
indeseables.

Por ejemplo. B. abortus cepa 19, la cepa vacunal mds usada
en el ganado bowvwino, induce permanenc:a do aglutininas en suero
y leche, si se aplica a dosis inadecuadas en ganado adulto., puede
darnos resultados falsos positives ya que los anticuerpos son la
base para las pruebas seroldgicas que comunmente se emplean en
el diagnéstico de la brucelosis, » por lo tanto, interfiere con

el diagnéstico de la enfermedad. Los anticuerpos que se detectan

para realizar el diagnodstico son principalmente dirigidos contra
la Cadena-0O lipopolisacarida, la cual S encuentra en ia
Brucella spp, (20, <3

Las pruebas de rtarjeta y de fijacidén del complemento tienen
minima capacidad para diferenciar animales intecrados de los
vacunados con la cepa 19. Las wacas vacunadas con dosis reducida
permanecen como reactores durants2 14 a 16 meses después de haber
sido wvacunadas, resultando negatiwvas a las pruebas de rivanol y
fijacién del complemento. La prueba de tarjeta puede arrojar
positivos aun a los 9-10 meses postvacunacidn, (14) .

En adicidn a los problemas de diagndstrico causados por la
seroconversisén de los animales vacunados, presenta otras
caracteristicas indeseables, Yy estas son: Su capacidad de
infectar a los humanos, ocasionar una infeccién persistente en
algunos de los animales vacunados, inducir aborto v
ocasionalmente inducir arctritis ¥y shock endotdéxico. (20, 43) .

Considerando las caracteristicas antes mencionadas de la

14
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vacuna viva de Br. abortusa cepa 19 en uso actualmente, se puede
pensar que la vacuna ideal contra la brucelosis debe tener las
siguientes caracteristicas Yy debe ser parte de un programa
efectivo de control, prevencién y erradicacidn:

al)La vacuna no debe inducir anticuerpos gque interfieran con

el serodiagnéstico de la infeccidn de campo, a pesar de la dosis
vacunal, wvia de inoculacidn, edad & sex0o del amamal, lo cual debe

ser particularmente (til en animales adultos para que puedan ser

vacunados sin el riesgo de la sercconversiaon, asi evitando los
problemas actuales relacionados con la edad., encontrados cen la
actual vacunacién con la Cepa 19.

b)La cepa vacunal debe seor altamente atenuada y no debe
producir la enfermedad ¢ infeccidn persistente en los animales
inmuniczados, y no debe ser patdgena para los humanos. La cepa
vacunal no debe ser transmisible o otros animaleaes y ser incapas
Qe contaminar la carne & productos lecheros.

c)Una sola dosis vacunal debe inducir una proteccidn fuerte
¥ a largo plazo contra intecciones sistémicas y uterinas, por lo
tanto prevenir el aborto. No debe causar aborto si se inocula en
animales gestantes. La revacunacidén de animales accidentalmente
6 por intencién no debe causar seroconversién. La vacuna debe
inducir proteccidén cruczada contra las tres mas importantes
especies de Brucella: B. abortusg, B. melitensis, B. suis.

d)La vacuna debe ser estable y no tener virulencia
revertible, ya sea in vivo 6 in vitro.

e)La vacuna debe ser barata de producir, (49).

NUEVAS VACUNAS MUTANTES.

Hace muchos aflos, se empezd la evaluacidén de varios mutantes

15
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derivados de B. abortus para satisfacer en algo las
caracteristicas de 1la vacuna ideal. Un importante criterio de
seleccién, fue encontrar un mutante carente de la cadena-O (por
lo ranto una cepa rugosa), ¥y que debia sobrevivir dentro del
animal por unas pocas semanas post-inoculacidén. Por lo tanto, la

falta de sintesis de cadena-0 por €l mutante deb itar la

seroconversién, ademds ¢l hecho de sobrevivir dentro del animal
por un periodo relativamente corto dso tiempo debe permitir la

induccidén de una fuerte IOHPUESTA Protactora.

Dentro de egtas cepas mutantas, la cepa RB51,
la cual fue obtenida a partir de: warios pasajes de la cepa
virulenta 2308 de B. abortua, on maedios de cult:i:vo conteniendo
penicilina ¢ rifampicina. la cual e¢s carent.e d= la cadena-0O, es
altamente atenuada ¥ estable in vivo; diversos pasajes huchos en
racones ¥y rumiantes demostraren que no habia reversiédn hacia la
morfologia lisa; este hecho fue comprobado en estudios in vitrxo,
(44) .

Posteriores trabajos realizados en animales de laboratorio,
vacas adultas y jédvenes indicaron la presenc:ia de pocas lesiones

tisulares causadas por esta cepa mutante, (16, 228, 41

Los animales vacunados con esta cepa mutante mosStraron una

inmunidad significativa ante posSteriores desafios post -
vacunacién, (16) ; en trabajos posteriores de este grupo de

investigadores demostraron que después de la inmunizacién con
cepa RBS51 en ganado vacuno, los resultados de las pruebas de
tarjeta, aglutinacidén en tubo, rivanol, 2-mercaptaetancl y
fijacién del complemento son negativos a pesar de la edad de los

animales vacunados, via de inoculacidén, dosis y frecuencia de
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inmunizaciones, (16).

Los anticuerpos especificos para estructuras superficiales
de la cepa mutante RBS51 pueden ser detectados por técnicas de
ELISA, después de la vacunacién en ganado vacuno usando
microorganismos muertos enteros de cepa RB51 como antigeno; es

importante seflalar que los anticuerpos detectados no interfieren

con la serologfa diagnéstica convencional, (16) .
En 1987, Smith y Heffron, (45!, a través del mérodo de

mutagénesis por transpocicién establecen un sistema para definir
factores de virulencia y para el desarrollo de cepas avirulentas
de Brucella app . Usando el transposén Tns ¥ anticuerpos
monoclonales anti-cadena-0O han producido una serie de mutantes
de B. abortus a partir de la cepa 19 y cepa 2308, las cuales se
escogieron por ensayo& de sobrevivencia en macrofagos im vitro.

De estas cepas mutantes no lisas, algunas tienen la
caracteristica de tener infeccidén residual en bazo en ratones,

lo cual es similar a la cepa 19 pero no producen reaccidn cruzada

con los anticuerpos anti-cadena-oO.
Cabras inoculadas con dos de estos mutantes
no presentaron r2accién cruzada en las pruebas

(1 x 10° UFC

subcutaneamente)
seroléSgicas rutinarias y la cepa mutante no fue detectada en

orina. heces, saliva, sangre 6 lédgrimas por 120 dias post-
inoculacién 6 en la necropsia a partir de 40 rmuestras

representativas del sistema reproductor y linfdcico, (2).

Estudios de sobrevivencia en macrofagos de bovinos

demostraron que estas 2 cepas mutantes sobreviven intracelular-

mente muy similar a la cepa 19. Pero estudios posteriores,
realizados 1im vitro no revelaron cualgquier reversién a 1la
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virulencia 6 a la morfologfa lisa y a través de estudios reali-
zados en animales de laboratorio no se ha revelado reversién a
la virulencia, (2).

Una de estas cepas mutantes, es la cepa Texas, la cual fue
evaluada en la Universidad de Texas A&M, donde fue inoculada en
ganado vacuno bajo condiciones de laboratorio, quedando

demostrada su capacidad inmunogénica ante posteriores desafios

ademas de no presentay reaccidn cruzada € las pruebas
seroldgicas convencionales, (2) .
Transposicidn.

Los genes de los organismos vivos no son estdticos, sino que
bajo ciertas condiciones son capaces de cambiar de lugar. E1
proceso mediante el cual se mueve un gen de un lugar a otro se
llama Transposicién y e€s un proceso importante 2n la evolucidn
Y en el andlisis genético. (10).

Primero, se debe destacar que la transposicidn es un evento
raro, gque se presenta a frecuencias de 10 a 107 por generacion,
asi los genes de los organismos son relativamente estables. No
todos los genes son capaces de transposicidén, mias bien esta
ligada a la presencia de elementos genéticos especiales con estos
genes. En el mds comin de los tipos, la transposicién estd ligada
a la presencia de secuencias especiales de bases llamadas
secuencias de insercidén, gue son segmentos cortos, especificos
de DNA gue tienen la capacidad de desplazarse a otros sitios en
el genoma, (10) .

Transposones.
Los transposones son elementos compuestos movibles gue

contienen secuencias de insercién apareadas que colindan con
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otrag regiones genéféticas. Las sSecuencias de insercién son
segmentos cortos de DNA, de unos 1000 nucledédrtidos de largo que
se pueden integrar en sitios egspecificos en ¢l genoma. Las
secuencias de insercioén (S1I}), se encuentran tanto en el DNA del
cromosoma, como en el del plasmido, asi como en ciertos
bacteriéfagos, (10} .

Para la transposicion de una SI, ge roeguinera de una enzima
llamada Transposasa. que puede ser codificada por los elomentos
SI, pero también puede ser codificada por el cromosoma, 1
plasmido 6 el fago al cual estd unida. Otro requerimiento de una
SI, es que haya en el DNA, repeticiones terminales invertidas gue
tienen una longitud de unos 40 pares de bases hasta 1000 pares,
cada SI tiene un nimero especifico de pares de bases 21 sus
repeticiones terminales, (10).

Cuando un transposdn se inserta en otro DNA (21 DHA blanco),
la secuencia en el DNA del blanco en 21 sivtio de integracidn se
duplica. Esta secuencia del DNA blanco no eestaba en el
transposén., pero éste ha llevado a cabo la duplicaciédn por el
proceso de insercidén. La duplicacidn proviene de rupturas de
cadenas sencillas generadas por la trangposasa. Entonces, el
transposén se une a los extremos de las cadenas sencillas gue se
han generado y reparan las porciones de las cadenas sencillas que
resulran de la replicacién, (10).

El mecanismo de la trangposicidn.

Se conocen dos mecanismos de transposicién, que reciben el
nombre de conservador y replicadox. En la transposicidn
conservadora, por ejemplo, la gque se efectia en el transposdn

TnS, el elemento transponible se sale de un lugar en el cromosoma
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y se reinserta en un segundo lugar. EL nimero de copias de un

transposén conservador sigue siendo uno. En la transposicidén

replicadora. se realiza la replicacidn y el conjunto replicado

se inserta en otro lugar. Asi una vez completado el evento, una
copia del elemento de transposicidn permanece en el sitio ori-
en el nuevo sitio. PDurante el

ginal y otra copia se encuontra

TransSposonas permanece en Su sitio

proceso, la fuente de
21 origen del transposén

original, en ningin momento queda libre

en la célula, (10}
Mutagénesis por transposdn.
Si el sitio de insercidn para un 2lemento de transposicidn

insercién del transposén

estd dentro de un gen bacteriano, la

dard por resultado la pérdida de la continuidad lineal del gen,

dando lugar a una mutacién. De modo que 1o0S transposones propor -

mutantes cromosémicos; debide

cionan un medio facil para crear
a la presencia del transposdén micmo gue se puede detectar por sus

propiedades de resistencia a los antibidticos, la seleccidn de

células resistentes a losg antibidticos después de la
ctransposicién, se puede usar para €l aislamiento de una amplia

variedad de mutantes., (190).
Dos de los transposones ampliamente utilicados para la

muragénesis son el TnS, que confiere resistencia a la neomicina
¥ a la kanamicina, ¥y el TnlO, gque contiene un marcador para la
resistencia a la tetraciclina, (10).

IMPORTANCIA DEL DIAGNGSTICO SEROLOGICO.

Entre las bases generales para el control y prevencidn de
la brucelosis bovina se encuentran la identificacidén Y

eliminacién de los animales infectados, aunado a programas de
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Asi que existe una urgente necesidad de contar con

vacunacién,
esta

una prueba diagndstica sensible y especifica,

sencilla,
donde la prevalencia de la

necesidad se hace mis aguda en zonas
infeccién es alta y la vacunacién de animales adultos es
permitida. (32). )

en el

Las pruebas seroldégicas se usan ampliamente
diagnéstico de la brucelosis humana ¢y animal. Si bien se tienen
muchas pruebas para detectar anticuerpos especificos contcra
Brucella en suero, plasma sanguineo ¥y otros liquidos orgdnicos
come leche, plasma seminal y moco vaginal, no existe ninguna
prueba que aplicada aisladamente permita descubrir la totaladad
de los casos de brucelosis. De aqui que logs preogramas de
erradicacién se basen en el criterio de diagndstico de hato,

{50) .
La eleccidén de los métodos de diagndstico para un programa
de control y/o erradicacién dependerd de la especie animal, la
poblacidén bajo vigilancia, la tasa de prevalencia en las
diferentes regiones, y los programas de wvacunacioén en curso,

(50) .
pueden

Para fines prdacticos, las pruebas diagndsticas
dividirse en:

a) Pruebas tamiz 6 de “screening”.
b) Pruebas complementarias.

c) Pruebas de vigilancia epizootioldgica.

PRUEBAS TAMIZ.
Este tipo de pruebas de caracrerizan porque poseen una alta
lo gque significa que pocos & ningun animal falso

sensibilidad,
Ademds suelen ser pruebas

negativo resulta de su realizacién.
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Dentro de este grupo se

sencillas, econémicas y practicas.

incluye la prueba de tarjeta 6 rosa de bengala, la cual se puede

realizar en el total de los animales de un hato; rodos los sueros

de los animales que resulten positivos, deben pasar a una prueba

complementaria, (50) .

PRUEBAS COMPLEMENTARIAS.
Estas sirven para resolver problemas como: eliminacién &

disminucién de las reacciones heteroespecificas; deteccidn de
anticuerpos "incompletos"; diagndstico correcto del mayor ndmero
de casos, especialmente los crdénicos, gQue suclen pormanecaer con
diagndstico incierto; diferenciaciodn de titulos residuales
debidos a vacunacién 6 a infeccidn: Estas pruebas e aplican en
hatos problema, donde la infeccidn perciste pese a la aplicacion
de aexdmenes seroldgicos ¥ a una eliminacidn riqurosa dex
reactores. Entre estas prucbas se i1ncluyen la prueba de rivanol
Yy la prueba de fijacién del complemento. (50).

La diferenciacidén de los titulos residuales de vacunacion
de los de infeccidn es dificil e incierta (en ambas condiciones
mismos tipos de anticuerpos), pues existen

estdn presentes los
persistencia de

diferencias en 1la proporcién relativa y en la
que dependerdn de la edad al momento de

cada tipo de anticuerpo,
la vacunacién, el tiempo transcurrido desde entonces, la expo-
sicién a cepas de campo, la respuesta individual de los animales
Y la evoluciédn de la enfermedad. En estados crénicos de 1la
enfermedad los titulos de anticuerpos son frecuentemente
irregulares, caen a niveles bajos y fluctian durante periodos

indefinidos, (50) .
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PRUEBAS DE VIGILANCIA EPIZOOTIOLOGICA.
En este grupo se incluye la prueba de anillo en leche, la
cual se recomienda en dreas contreoladas y libres de infeccién
pPara descubrir hatos presuntamente infectados, (50).
INDICACIONES PARA LA REALIZACION DE LAS PRUEBAS.

La Norma Of icial Mexicana de la Campafia Nacional contra la
Brucelosis en los animales (NOM, establece a las siguientes
cuatro pruebas inmunoldgicas como pruecbas oficiales: pruebas de
tarjeta, rivanol, fijacion del complemento ¥y prueba de: anillo en
leche, (14) . En animales vacunados, las pruebas diagnésticas
deben realicarse cierto tiempo después de la vacunacion. En el

aso de los bovines., en las hembras mayores de 22 meseaes que hayan

recibido la dosis cléasica de vacuna cepa 19 a los 3 a 6 meses de
edad ¢ bien hayan recibido una dosis reducida, las pruebas
deberan realizarse 10 meses despuss de 1a vacunacidn., En el caso
de las cabras. ya sean vacunadas con dosis normal 6 reducida de
cepa REV-1 s6lo se podrd realizar 8 meses despudés de  la
vacunacién, {(14).

En el caso de animales nunca antes vacunados, las pruebas
se realizan en bovinos a partir de los 6 meses de edad, ¥y en
caprinos a partir de los 4 meses de edad, (135).

En animales infectados de forma natural con B. abortus, la
IgM es la primera clase de inmuncglcobulina que aparece en el
suero, alcanzando normalmente altos tituleos en las infecciones
agudas; la IgG aparece poco después, siendo la clase predominante
cuando declina la respuesta de IgM. La IgG normalmente persiste
mientras el animal permanece infectado. De las dos subclases de

IgG del suero bovino (IgG, e IgG;)., la mids abundante es la IgG,;
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que es también la aglutinina predominante ¢n los anticuerpos que

fijan el complemento, (29)

En animales vacunados con la cepa 19, la IgM aparece

primero, secguida a leos 10 dfas por la 1gG. Log anticuerpos anti

Brucella IgG disminuyen con el tiempo vy las Aaglutininas

persistentes se deben a anticuerpos de la clasne IgM, (29)

PRUEBA DE AGLUTINACION EN TARJETA.

Esta prueba tuvo su origen on la prueba de placa con

anctigeno acidificado. Sus autoras obhservaron cqu<e @1 pH de su
prueba si destruia la actividad de aglutininas “"no especitficas®
sin afectar las "especificas”. Es la prueba de rutina para
diagnosticar brucelosis, s rapida, sencilla. solo se necesita
el suero y un test comaercial para realizarla pero solamente es

cualitativa y a veces puede darnos muchos falsos positivos, (13).

Con esta prueba ce detecta la presencia de anticuerpos
circulantes, ya sean de origen vacunal, por intaeccidn natural 6
por antigenos naturales (reacciones cruzadas con otros microorga-
nismos comc Salmonella urbana, Escherichia coli, Pseudomonas
maltophilia, Yersinia enterocolitica), (14).

PRUEBA DE RIVANOL.

Esta prueba fue desarrcollada por Anderson (1964), y se basa
en que el rivanol (gue es un colorante de acridina) tiene la

habilidad de precipitar las proteinas del suero de bovino. entre

ellas las aglutininas "no especificas". Mediante el uso de
cantidades iguales de suero y de solucién al 13 de rivanol, gueda
un precipitado y su sobrenadante, de este sobrenadante se

detectan exclusivamente las IgG. Sin embargo, para que la prueba

pueda ser efectiva se emplea un antigeno de Brucella abortus
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especial, que es altamente se¢nsible, con el fin de compensar el

efecto de la dilucién de los anticuerpos.
Es una prueba complementaria a la prueba de tarjeta es de

tipo cuantitativa, sin embargo es muy laboriosa. se¢ necesita de

una centrifuga para realizarla y puede llegar a dar resultados
falsos., (13) .
PRUEBA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO.

Esta prueba se realiza en muchous paises para el diagnosrtico

confirmatorio de Brucella app. En la brucelosis bowvina, aunque

tanto los anticuerpos IgG come IgM fijan el complomento, el

isotipo IgG, es mucho mis efectivo que la IgM eonn la fijaciédn de

complemento. La IgG, no fija el complemaento, y ademas evica la

fijacioén del complemento por otras inmunoglobulinas, produciendo

un fenémeno de positividad prorona (en lags pr:meras diluciones,

la prueba aparece negativa y en las mds altas so observa

positiwvidad) .
Aungue los resultados de la prueba de fijaciédn de
complemento son muy confiables, ya que eS sumamente sensible y

especifica, tiene el inconveniente de ser sumamente laboriosa:

ademds participan muchas variables que afectan su uniformidad vy
algunos de sus ingredientes pierden acrividad rapidamente, por
lo que es esencial aplicar controles para cada una de las partes.

Esta prueba se ha utilizado en 1los paises ndrdicos

(Dinamarca, Finlandia, Noruega y Suecia), donde la brucelosis ya
ha sido erradicada, y en paises como Australia, Cuba, EUA, Nueva

Zelanda, donde ya hay erradicacién y/o control de la enfermedad,

(50) .
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PRUEBA DE ANILLO EN LECHE.

Con esta prueba se detecta la presencia de anticuerpos
contra Brucella abortusa cn muestras de leche. No se recomienda
su realizacién en leche de caprinos, ni en leche homogeneizada.

Esta prueba se realiza ccocmo prueba de vigilancia
epizootioldgica s6lo en leche de wvacas; las resultados deben
confirmarse con pruebas seroldgicas, la prueba esta indicada para
muestras de hatos (tanques me=zcladores, botes de recoleccién,
etc) .

La prueba se practicard en muestras de leche entera, crema,
gqueso u otro subproducto ldcteo, con antigeno autorizade. La
leche para este andlisis debe ser colectada 24 horas antes de
realizar la prueba y puede almacenarse un maximo de 3 dias. Las
muestras de leche en mal estado no se deben analicar porgue dan
resultados falsos, (14) .

Para gue esta prueba pueda realizarse y funcione
adecuadamente, deberdn estar presentes en la leche los siguientes
elementos: Anticuerpos contra Brucella: sSon detectados por
adicién a la leche de un antigeno de Brucella tefiido con
hematoxilina (azul), estas aglutininas son las responsables de
que se agrupen Yy asciendan a 1la superficie, pudiendo ser
destruidas por el calor y por agitacién violenta de la leche.

Antigeno: El antigeno se une con el anticuerpo (si esta
presente) formando un complejo el cual se adhiere al glébulo de
grasa y asciende formando una capa de crema coloreada de azul
(anillo de color azul). Si no existen anticuerpos contra
Brucella, el antigeno permanecerd suspendido en la leche, dando

un color homogéneo azuloso bajo una capa de crema blanca (anillo
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de color blancol}, (13).

Existen una serie de problemas involucrados en el diagnés-
tico de la brucelosis como son: periodos de incubaciédn, exis-
tencia de infecciones latentes, reacciones falsas positivas
causadas por la vacunacioén, asi como antigenos heteroespecificos,
reacciones falsas negativas bd procedimientos complejos de
laboratorio. (4) .

Aungue s€ cuentan con una variedad de pruebags, éstas
presentan ventajas y desventajas, incrementiandose adn mas cuando
se hace uso de la vacuna Cepa 12 (en dosls normal) en animales
de mids de 1 afio de edad. Ya qgue las pruebas cualitatiwvas de
identificacién de anticuerpos son superiores, ientras qu« las
pruebas cuantitativas son menes usensibles vy especificas. (1) .

El diagnéstico de la brucelosis en el ganado vacuno es
complicade cuande son usadas vacunas wivas tal como la Cepa 19
de Brucella abortus en gran escala. El anticuerpo inducido por
respuesta a estas vacunas es dificil de distinguir de aquellos
inducidos por una infeccidén natural a través de las pruebas
serolbdgicas rutinarias. (43).

Varias pruebas serolégicas confirmatorias como la de
rivanol, fijacién del complementc e inmunodifusidén en agar-gel
conteniendo un antigeno soluble polisacé&rido pueden diferenciarx
algunos anticuerpos inducidos por la vacunacidén en los animales
infectados. (43).

En recientes afios, la prueba de ELISA usada también para
caracterizar el lipopolisacarido liso de B. abortus en la técnica
de ELISA Indirecto 6 identificando el O-polisacdrido en la téc-

nica de ELISA Competitiva parece ser un método muy sensitivo y
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egpecifico para la medicién de anticuerpos inducidos por la

infeccidédn natural. (43).
PRUEBA DE ELISA INDIRECTO.
Se ha encontrado gue el ELISA indirecto con lipopolisa-

caridos (como antigeno)., es tan scnsible como las pruebas de
tarjeta y fijacidén del complemento para el diagnéstico de 1la
infeccién por B. abortus. Ademias, al analizar gueros con esta
Prueba., el ELISA resultd mis especifico para la diferenciacidén
encre vacunados e infectados. En €l caso de los animales adultos,
el ELISA fue tan egpecifico como la Inmunoditusidén Radial y mas
especifico que las pruebas de tarjeta y £1jaciodn del complemento,
aunque tampoco diferencid totalmente wacunados de infectados. En

el caso del antigeno no solo se ha empleado lipopolisacaridos,

se han empleado células completas e inclusce Cadena-0O separada del
lipopolisacarido, (18).
PRUEBA DE ELISA COMPETITIVO.

Esta prueba se basa en el uso de la cadena-0O del

lipopolisacdrido de B. abortus como antigeno, conjugado con una

poli-L-lisina para darle fijacidén en una placa de poliestireno,

y la utilizacidn de anticuerpos monoclonales para gue compitan

en contra de 1o0os anticuerpos séricos, (32). Es altamente
especifica, ya gue se ha evaluado compardndola con las pruebas
de rutina en el diagnéstico de la brucelosis (rarjera, rivanol,

fijacién del complemento), esta tiene un alto grado de seleccidn
entre animales infectados Y animales vacunados, las
investigaciones recientes demuestran que tiende a diferenciar el

100% de los animales infectados, y es una herramienta muy Gtil

cuando se trata de diferenciar animales que han sido wvacunados
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con dosis reducida en edad adulta, sin embargo, cuando los
animales han recibido mis de una vacunacién con dosis reducida,

esta prueba pierde Su capacidad de diferenciar animalegs
infectados de animales vacunados, (3).

PRUEBA DE INMUNODIFUSION RADIAL.

Esta prueba ha sido evaluada en el ganado bovino y, en menor

medida en el ovino. En el bovino, la prueba presenta una alta
especificidad para diferenciar animales con infeccidn demostrada
por aislamiento bacterioldgico de los vacunados con B-19%. En el
caso mas desfavorable, que se¢ da en la vacunacidn de adultos con
su especificidad es del 80%, superior al 66% de la

la cepa B-19,
la inmunodifusidn radial puede ser

fijacién del complemento,
vacunados en la adad
infeccidn permanente en las

positiva en bovinos adulta 6 en estado de

gestacién., cuando se establece una
ubres por la cepa vacunal. El 76.5% de los animales gue eliminan
wacuna B-19 por la leche, contienen anticuerpos en la sangre.

Esta prueba ha sido aplicada al diagnéstico de
con buenos resultados,

la brucelosis

bovina dentro de programas de c<ontrol

t18) .
PRUEBA DE AGLUTINACION LENTA EN TUBO.
Esta prueba consiste en colocar el antigeno ¥y el suero en

un medioc lfquido, facilitando de esta forma el reconocimiento de

los anticuerpos hacia el antigeno y, su posterior aglutinacién

después de un periodo de incubacién, esta prueba se le considera

cuantitativa, ya que se pueden efectuar diluciones del suero para

determinar los titulos de cada suero en particular.

Al igual que la prueba de tarjeta, la interpretacidén de esta

prueba dependerd de la presencia 6 ausencia de aglutinacién; y
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al igual que la prueba de rivanol su interpretacién dependerd de
que el animal haya sido vacunado & no, con la cepa 19 de Br.
abortus, {(S).

DIAGNOSTICO DEFINITIVO.

Otro tipo de diagnéstico mids seguro pero mis tardado es el
de tipo bacteriolégico, en el cual se aisla el microorganismo a
partir de mnmuestras obtenidas de animales gue han obtenido
resultados positivos en las pruebas soroldgicas. El aislamiento
de Brucella de un animal €5 «1 uUnico método detinitivo de
diagndéstico, debido a que la serclogia sélo puede identiticar
animales que tienen anticuerpos Zntra Brucella, o1 microorga-
nismo debe ser aislado para lograr difterenciar la cepa 19 de
Brucella abortusa de otros tipos de Brucella.

El mejor medio para el crecimienzo de Brucella es ol medio
de agar soya tripticaseina & TSA, pero la desventaja e5 que este
medio no inhibe el crecimiento de otras bacterias. El medio de
de Farrell inhibe el crecimiento de bacterias diferentes a
Brucella, existe un medio de Ewalt y un medio a base de etil
violeta que son buenos para controlar la contaminacion y permitir
el crecimiento de Brucella, (7).

Para la recoleccidén y envio de una muestra al laboratorio
de diagnéstico, siempre deben considerarse 3 puntos basicos:

1) Identificacidn de la muestra.-Es de primordial importancia
insistir en lo siguiente: Nombre del propietario, descripcién de
los animales, fecha y hora de la muerte y/o sacrificioc del
animal, identificacién del animal, asi como del hato, datos del

remitcente.

2)Historia clinica.-Ceben incluirse detalles del animal y
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del hato, y ser lo mis detallada y concreta posible: Curso de la
enfermedad, numero de animales afectados, tasas de mortalidad y
morbilidad, edad de los animales afectados, tipo de alimentacién,

cipo de explotacién, calendario de vacunacién, tratamientos
aplicados., tipo de conservador utilizado, diagnédstico presuntivo
emitido por el médicce veterinario, etc.

‘o de lag muectras, siempre dabe tanoerse en

3)Para el env
potencialmente patdgeno,

cuenta que €1 material rocolectado eg
por lo que el medio mis eficas y Seguro para el onvio de muestras
es el mensajero directo, siempre que se llenen los siguientes
requisitos: Colocar en recipientes indiwviduales, las muestras en
sus respectivos recipientes deben colocarse entre material de
amortiguamiento ¥ en ilac cajas dobles para aumentar la
resistencia, debe eriquetarse con la siguiente leyenda "Macerial
biolégice de fdcil descomposicidn, manejese con cuidado™, (14) .

Las miestras de eleccion para el aislamiento de Brucella spp

en rumiantes son:
A. Bovinos.
1. NS&dulos linfdticos: Supramamarios, retrofaringeos, liacos

internos, preescapulares, lumbares, parotideos, mesenté-

ricos.
2. Baczo.
3. Ubre: Una seccidn de cada cuarto.
4. Organos reproductores: Utero y ovarios, cotiledones pla-

centarios, testiculos, glandulas accesorias.
5. Fetos abortados: Contenido abomasal, pulmén, ba=o.

6. Hisopos wvaginales.

7. Leche: Por cuartos individuales.
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8. Semen.
9. Sangre, (13).

B. Cabras Yy borregos.

1. N6dulos linfaticos: Supramamarios, submaxilares, retro-

faringeos, iliacos internos.
2. Ubre: Una seccién de cada medio.
3. Bazo.
4. Organos reproductores: Utero y avarios, testfculos, glan-
dulas accesorias.
S. Leche: Por medios individuales.
6. Semen.
7. Sangre, (14).

Para la confirmaciodn del género y biotipo de Brucella se
realizan las pruebas bioguimicas correspondientes:

FPRUERA DE TRIPLE AZUCAR HIERRO (TSI) .-Esta prueba se utiliza
para determinar la fermentacidn ce los carbohidratos (glucosa,
lactosa y sucrosa), se usa como primer paso en la identificacién
de bacterias Gram negativos, como base de pruebas adicionales,
7 .

PRUEBA DE ACIDO SULFHIDRICO.-Consiste en determinar la
produccién de ac. sulfhidrico a trawvés de una tira de papel
impregnada con acetato de plomo al 10%, éste se oscurece por la
presencia del &Acido producido por las bacterias, (7).

PRUEBA DE UREA.-En esta prueba se determina la capacidad de
degradar la urea, a traveés de la produccién de la enctima ureasa.
Dependiendo de la capacidad de degradacidén serda el tipo de
Brucella, (7).

PRUEBA DE DEPENDENCIA DE COLORANTES. -Consiste en sembrar en
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medios base de Brucella { con tionina, fucsina y safraninal; el
ser inhibido por 1la pregsencia de estos

microorganismo puede
colorantes, (7).

PRUEBA DE REACCION CON ANTISUEROS. -Se
determina si la

uriliza para

determinar el biotipo correspondiente & sea, S
bacteria es de tipo liso ¢ rugoso; s utiliza los antigcueros A
y M, (7).

-Esta pruebs conciste en

PRUEBA DE FAGOTIPIFICACION.

determinar quée tipo de fagos nhibe: ol crecimiento de la bacte-
ria, para que de ésta forma se clasifiqus: 21 biotipo de que se
trata; algunos de los fagos mdas utilizados son: Iz, Rc, Wb y Tb.

(7).
PRUEBA DE INTRADERMOREACCION.

La entrada de Brucella spp. al rganismo induce una

caracterizada por la produccion variada y

inmune
r de una respuesta mediada por células:

respuesta

abundante de anticuerpos y
contribuyen de alguna manera en la

se ha demostrado gue ambag
proteccidn inmunolégica de los animales. Sin embargo, dada la
localitacién de las brucelas, se le ha concedido un papel mas
preponderante a la inmunidad basada en las células inmunocom-

petentes.
ha desarrollado mecanismos para responder a los

infeccion. Los anticuerpos

de la bacteria

El huésped

microorganismos y caontrolar la
componentes anr_igenlcos

producidos contra ciertos
extracelular del

son eficaces durante la fase crecimiento
bacteriano. Se estimulan los linfocitos para producir sustancias
mediadoras gue afectan a otras células, los macro-

fagos son activados para destruir los microorganismos intrace-

por ejemplo,
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lulares, (48) .

A continuacién de una infeccién intracelular, las células
huésped guardan la memoria de esgse microorganicmo especifico y
estan en condiciones de responder mids rdpidamente si se exponen
una segunda ve=z. La primera observacién indicativa de una
respuesta celular especifica es la reaccidn alérgica consecutiva
a la inyeccidon incradérmica del microorganismo & sus productos,
(48) .

Por otro lado, las brucealas son fagocitadas por los
macrofagos, pero, a diferencia de lo que ocurre con otras
bacterias, resisten a la destruccidén intracelular, de ahi su
clasificacidn como pardsitos intracelulares facultatiwvaos, (39)

Desde un tiempo a la fecha esta prueba de intradarmoreaceidn
la han empezado utilizar en el diagnéstcico de campo de la bruce-
losis con resultados prometedares.

Un estudio realitado por Blasco y sus colaboradores (199S),
donde evaluaron la prueba d& intradermoreaccidn junto con otras
pruebas seroldégicas como la prueba de tarjeta, prueba de fijacidn

del complementc y prueba de ELISA Indirecto en un total de 291

ovejas infectadas con B. melitensis y no wvacunadas ( realitaron
el aislamiento bacteriano) junto con 100 ovejas libres de 1la
infeccién, encontraron los siguientes resultados: De las 130

ovejas de las cuales se aislo el agente, las sensibilidades de
las pruebas fueron: ELISA 100%, Intradermoreaccidén 97.1%, Tarjeta
92.1%, Fijacién 88.6%; de las 151 ovejas de las cuales no
aislaron el agente (pero eran del rebafio infectado)}, los
porcentajes fueron: ELISA 100%, Intradermoreaccién 94%, Tarjeta

57.6%, Fijacién 53.6%. En contraste, todas las pruebas fueron
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negativas en las 100 ovejas libres de la infecciédn, (9).

Otro estudio realizado por Bercovich y colaboradores (1990)

donde evaluarcon la prueba de intradermoreaccién junto con 1la

prueba de aglutinacién en ctubo, prueba de fijacidn del
complemento, Yy la prueba de anillo en leche en un total de 1077
vacas de distintas granjas, se encontraron 984 animales negatiwvos

a todas las pruebas:; los restantes 93 animales positivos fueron

sacrificados para realizar el aislamiento., tan s&lo 12 animales

con titulos 1:200 en fijacién del complemento y con aislamiento
positivo dieron reaccién negativa a la prueba intradérmica, por
lo gue la sensibilidad (calculada en Bl wvacas) es del 81% y la
especificidad de 83%, en estos animales coincidiercn los
resultados de las pruebas serolédgicas con la prueba intradérmica,
los autores mencionan gue la eficacia de la prueba intradérmica
pudo tener variaciones en su experimento debido al proceso de
estandarizacién, al brucellergeno {extracto proteice de
Brucella), & a causa de gue la prucba intradérmica es suprimida

por la inmunidad humoral, (8).

En general, estos y otros autores (15, 27, 47), sugieren que
la prueba de intradermoreaccitn debe ser usada en combinacién con
las pruebas seroldgicas, teniendo un valor adicional en
determinar el estado de ganado vacuno sospechoso cuando resultan

negatctivos ¢ dudosamente positivos en otras pruebas.

Por todo lo anterior, se denota la necesidad de evaluar una
cepa vacunal capaz de inducir anticuerpos que no interfieran con
el serodiagnédstico de la enfermedad, pero gue confieran una
adecuada proteccién contra la infeccién de campo, sobre todo en
aquellas zonas enzooticas del pais.
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OBJETIVO GENERAL.

Evaluar en becerras Holstein de un hato con problemas de
brucelosis, la proteccién conferida por la vacunacién de Brucella

abortus con la cepa rugosa mutante por transposicioén.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.~ Determinar el conportamiento seroldgico de los animales

vacunados utilizando las pruebas rutinarias.

2.- Estandarizar pruebas experimentales para evaluar la
presencia de anticuerpos contra la cepa rugosa.

3.- Evaluar la presencia de brucelosis, utilizando estudios
serolégicos y bacteriolédgicos en el grupo vacunado debido al

riesgo de estar en un hato enzooticao.
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MATERIAL Y METODOS.

Animales de experimentacidn.
Se utilizaron 16 becerras de la raza Holstein con una edad

las cuales resultaron negativas a la

entre 4 y 6 meses de edad,

prueba seroldgica de tarjeta, dichos animales pertenecen al hato

propiedad de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan-UNAM

localizada en la antigua Carretera Cuautitlan-Teoloyucan Km 2.5

en el Municipio de Cuautitlan Izcalli, compartiendo las
instalaciones con explotaciones de ovinos, caprinos, equinos,

aves y conejos asi como 4dreas de cultivo e instalaciones

dedicadas a la docencia.
Dicho hato es dedicado a la produccién de leche y sus

deriwvados. cuenta con 90 bovinos, de los cuales 35 estdan en

produccién y el resto constituyen el reemplazo del hato en sus
diferentes etapas, se le realizdé un muestreo serolédgico mediante
las pruebas rutinarias a las brucelas lisas asi como lograndose

aislar el microorganismo en 6 vacas, y en base a esto determinar

la prevalencia de brucelosis del hato siendo del 8.33%.

L.as becerras fueron muestreadas el dia 0 para comprobar que

no poseen anticuerpos contra la brucelosis y siendo negativas

fueron vacunadas con la cepa rugosa mutante por transposicidén de
via subcutdnea, a la dosis de 1 x 10° UFC/ml,
30,

B. abortus,
posteriormente se realizaron muestreos sanguineos a los 15,
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240 y 270 dfias posvacunales; para

180, 210,
lisas se

60, 90, 120, 150,
pruebas seroldégicas

45,
para las brucelas
estas mismas

ELISA

realizar las

uctilizaron las pruebas de
e les realizd las siguientes pruebas seroldgicas:
lenta en tubo

tarjeta, rivanol, a

muestras
Indirecto, tarjeta, prueba de aglutinacidén

antigeno rugoso de Brucella abortus,
utilizando un

asi como se

empledndose un
la prueba de
(extracto proteico de Brucella) .

realizé intradermoreaccidn

brucellergeno comercial

Disefo Experimental .

Los animales s encontraron conviviendo constantemnnte con
el resto del hato durante la realizacidn del trabajo, ya que se
mantuvo en las mismas condiciones de estabulacién comeo se tenian

antes de la vacunacidn.
El muestreo seroldégico se realiczd de la siguiente manera:
vacutainer para la toma de

-Se ocupdé tubos y agujas
eliminado por

una ves formado el codgulo fue

muestras,
Se mantuvo en

centrifugacidén, quedando uUnicamente el suero,

congelacién hasta el dfa en que se pruebas, siendo

realizaron las

un ciempo midximo de 72 horas.

Vacuna.
Se prepararon cajas de Petri conteniendo Agar Brucella

(Bioxon), donde se sembré la cepa rugosa de Brucella abortus
mutante por transposicién a partir de un cultivo madre'!, se
incubaron por 48 horas a 37°C, posteriormente se cosechd la cepa
a partir de las cajas con 100 ml de sclucidén peptonada.

Posteriormente, se realizdé el recuento de gérmenes viables

el Dr. Garry L. Adams,

E£1 cultivo madre fue proporcionado por
lnves:igudor de la Universidad de Texas A&M.
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a través del método de Miles y Misra, empleando micropipetas

automdticas de 40 a 200 ul, se prepararon diluciones de 1la

suspensién a razén 1:10, mezclando 0.1 ml con 0.9 ml de PRS,

cambiando puntas para cada dilucidén. Las placas de Agar Brucella

se secaron en la estufa con la tapa cearrada durante 24 horas a

37°C y después se siguio seciandolas por 2 horas con la tapa

entreabierta. Las placas debian estar lo suficientemente secas

para absorber una gota de ¢.02 ml en 1% a 2 minuto:s .

Se depositd on las placas, una gota de 0.02 ml a4 una altura

de 2.5 c¢cm, para que la gota cubra una superficie de 1.5 a 2.0 cm

de didmetro. Se prepararon 8 diluciones ¥ se sembraron enn las

cajas de Petri con 8 repeticilones cada una. absorbidas las gotas,

se realizaron

se incubaron de la manera habitual. Los racuentos

en las diluciones gque contuvieran el mayor nimero de colonias sin

signos de confluencia, ni gran disminucién del tamano de la
colonia por proliferacién excesiva. El nimero de colonias se

calculé a partir del valor madio de las ocho repeticiones de cada

dilucién, el promedio de colonias por gota, multiplicado por 50

veces el factor de dilucidn en la gota, dio el nimero de gérmenes

viables por mililitro, (S).
A través del método Adescrito ¥y la mediciédn de 1la
cransmitancia de la suspensidn bacteriana a 600 nm, se realizaron

los ajustes necesarios para colocarla a una concentracién de 1

x 10” UFC/ml, siendo el voliumen de vacuna preparada de S0 ml.
Obtenida la concentracién requerida, se efectuaron pruebas

de inspeccién., se le realiz=dé la prueba de identidad que consistid

en realizar la tincidén de las placas con cristal violera, ademds

la prueba de aglutinacidn con acriflavina, colocando una gota de
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la suspensién en un portaobjetos y agregando el colorante para

confirmarla morfologfia rugosa, ademds la prueba de ausencia de

gérmenes contaminantes y el recuento de gérmenes viables, antes

de la inoculacién, (5).
Elaborado el inoculo el mismo dia de la vacunacidn, se

mantuvo en refrigeracidén durante el traslado, S aplicd a las

becerras por via subcutdnea, a desis de 1 x 10 UFC/ml, en la

regién axilar.

Antigenos.

Para realizar las pruebas serolégicas de tarjeta y rivanol,

se emplearon los antigenos comerciales elaborados por la Produc-

tora Nacional de Biolégicos Veterinarios-México. Para la prueba

de tarjeta se utili=zé el antigeno autoricado de Hrucella abortusg

cepa 1119-3 al 8% de concentracidédn celular, tefiido con rosa de

bengala en adcido lactico con un pH de 3.65 (+/- 0.05); mientras

que para la prueba de rivanol se utilizd el antigeno autorizado

de Brucella abortus cepa 19, tefiido con una mezcla de verde

brillante y cristal wvioleta, con un pH de $.8 a 6.2, y una
concentracién celular del 4% y la solucién de rivanol al 1%
(lactato de 2-etoxi-6,9-diamino acridina) .

Brucellergeno (Extracto proteico de Brucella) .

Para realizar la prueba de intradermoreaccidn, se utilizéd

el brucellergeno OCE (Batch No. 26 N151), el cual es elaborado

por Rhéne-Mérieux (Lyon, Francia) . Conforme a su manufactura, es
preparado a partir de B. melitensis Bl1l5 (Cepa rugosa), y el

producto contiene 2,000 unidades de proteina/ml y 0.1 mg/ml de

merthiolate sédico en 0.15 M Nacl.
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daiadrarts

Ant igenos Rugosos.
Para realizar la prueba de tarjeta (con antigeno rugoso) se
utilizé un antigeno con células completas de la cepa rugosa, el
cual se elaboré de la siguiente manera: Se prepararon 20 tubos
inclinados de 20 x 150 mm como minimo conteniendo Agar Brucella
(Bioxon) inclinado, Hex colocaron on angulo mioentras Se
solidificaba el medio, de manera que la supertficie inclinada del
medio debia tener por lo menos $0 mm de longicvud.
Se realizé la siembra de cada uno de ellos a parcir de un
cultivo madre de la cepa mutante rugosa de Brucella abortug y se

incubdé por 48 horas.

Posteriormente, se prepararon borellas Roux, conteniendo
Agar Brucella se agregéd B grs de Agar Bacteriolégico (Bioxon) por
cada litro de Agar Brucella.

Cumplido el tiempo de incubacicn, a cada tubo se agrego
unos 20 ml de solucidn salina en forma esgstéril, se agitd para
desprender las ceolonias, con una jeringa se obtuvo la suspen-
sidén, y por aspersion se sembré cada botella, se agitd para que
el material se extienda por toda la superficie del medio, se
incubd por 48 horas a 36°C colocadas en forma invercida.

Para cosechar las bacterias, se agregaron 20 ml de sol.
salina a cada botella y se agitd, el sobrenadante se vertid en
un matraz Erxrlenmeyer, para inactivarse en bafio Marfa a 90°C por
60 min.

La suspensién se lavé por medio de centrifugacidn por 40 min
a 4000 rpm y el paquete celular se resuspendid en 500 ml de sol.
salina al 0.8% y fue teflido con 3 ml de Rosa de Bengala al 1%

manteniéndose en agitacién magnética, por 2 horas, después las
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células se lavaron 2 ocasiones con sol. salina ¥y se centrifugaron

para eliminar el exceso de colorante.
La pastilla antfgenica se resuspendidé en 100 ml de sol.
amortiguadora de carbonato-bicarbonato (pH de B.S) ¥ por Glrimo
se midié la concentracién celular en un espectrofotdmetro a una
densidad é6ptica de 460 nm, para colocarla al 8%. (5, 12).
Para la prueba seroldgica de ELISA Indirecta,
irradiadas, €1 cual ge

Se urilizd

un antigeno rugoso con células completas

siguiente manera:

elabord de la
inclinados de 20 x 150 mm como minimo

Se prepararon tubos
conteniendo Agar Brucella (Bioxon) inclinado, sSse colocaron en

solidificaba el medio, de manera qgque la

angulo mientras se

superficie inclinada del medio debia tener por 1o menos 50 mm de

siembra de cada uno de ellos, a partir

Se realizé la
B. abortus, se

longitud.
de un cultivo madre de la Cepa mutante rugosa de

a 36°C. Posteriormente, se prepararon

incubaron por 48 hrs,
conteniendo 200 ml
se obtuvieron las bacterias por agitacidn
botellas,

botellas Roux, de Agar Brucella por botella,

cumplida la incubacién,

salina de cada tubo, para ser sembradas en las

a 36°C.

con sol.

se incubaron por 48 hrs
Las bacterias fueron cosechadas con sol. salina de todas las

botellas, se vertieron en un matraz Erlenmeyer, y posteriormente
se realizdé la medicién de la densidad de 1la
finalmente fueron irradiadas

suspensién para

lograr una concentracidn de 4.0%,
a una dosis de 1.0 Mrad en la Planta de Irradiacién del Instituto

Nacional de Investigaciones Nucleares para su utilizacidén en la

Prueba de ELISA Indirecto, (5) .

Para la prueba de aglutinacién lenta en tubo, se prepard el
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antfgeno de células completas de la sig. manera:
Se prepararon 5 recipientes de plastico conteniendo 300 mi

de Caldo Brucella (Bioxon) c¢ada uno, a partir de un cultivo madre

de la cepa mutante rugosa de B. abortus, se realizé la siembra

de cada uno de ellos, tomande con el asa de inoculacidn, un

conjunto de colonias del cultivo, se introdujeron a incubacidn

a 37°C por 72 horas.
Cumplida la incubacidn, se sometid a centrifugacidn cada uno

de los recipientes (5000 rpm/30 min) para sedimentar el paquete

bacterianoc en el fondo del recipiente.
Este pagquete celular fue suspendido en una solucidén salina

al 0.85% (8.5 gr Nacl/lt de agua destilada) combinada con formol

al 1% para su inactivacién y se sometid a agitacidédn magné&cvica por

un lapso de 3 horas.
Una vez inactivado el paquete celular,
al 4.5%, Se colocd

se realizé 1la

medicién de la concentracidn para colocarla

en recipientes de vidrio, haciendo una dilucidn 1:100 con una

solucién salina fenolada al 0.5% (5 gr Fenocl/lt de agua destila-

da) y se colocé en refrigeracién a 4°C por 72 horas para Ssu

"maduracién”. Terminado este proceso, se procedid a realizar 1la

prueba como se describe posteriormente, (S5).
Prueba de tarjeta.

Se ocupd una placa de vidrio perfectamente limpia y seca.

Se emples el antigeno Rosa de Bengala de tipo comercial.

Se dej6 a temperatura ambiental tanto suero como antigeno

por un lapso de 30 min.
Se colocé en la placa de vidrio 0.030 ml de suero al que se
agregd una cantidad igual de antigeno, seguido de esto, se mezcld
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con un agitador miltiple, tomando la placa se agitdé en forma

circular en 6 ocasiones en un gsentido, seguido por otras 6 veces

en sentido opuesto. La mezcla de suero-antigeno se agitd por 4

minutos, transcurrido el tiempo, se observd las reacciones en un

trasiluminador. Los resultados Se interpretaron como positivo 6
negativo, segun la presencia 6 ausencia de aglutinacidén. (7).

Prueba de rivanol.

Se mexclaron 0.4 ml de suero con 0.4 ml de solucidén de

rivanol en un tubo de ensaye, seo dejd reposar por un lapso de 30

minutos a temperatura ambiente, posteriormente Se centrifugo a

3000 rpm durante S minutos, posteriormente se tomo el

0.2 ml y se colocé en una placa de

sobrenadante en una pipeta de

vidrio cuadriculada 0.o08, 0.04, 6.0z, 0.01 Y 0.005 ml

respectivamente, se agregd® a cada uno 30 ul de antigeno para test

de rivanol, se mezclé de menor a mayor concentracion. se agicd

en forma circular por 4 cocasiones, se dejé reposar en un estuche

para prueba de rivanol durante 6 minutos, cumplido el tiempo se
agité en 4 ocasiones y se volvié a dejar reposar por 6 minutos,
en la forma ya descrita, transcurrideo el tiempo se observd las
reacciones en una fuente luminosa para realizar la lectura. (18) .
Prueba de aglutinacién lenta en tubo.

Se utiliz6 el método de dilucidén decimal (en el cual se

realizan diluciones no superiores a 1:400) :

Se colocaron el numero requerido de tubos de ensayo de

vidrio claro (13 mm X 100 mm) en hileras.

Se marcéd el primer tubo de cada hilera (5 tubos por hilera)

con el nimero de la muestra de suero.

Con una pipeta de 0.2 ml, se extrajo el suero del tubo hasta
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que el nivel de la pipeta llegard un poco arriba de la graduacién

mixima.
Se deja que el suero vaelva al tubo hasva que el fondodel

a lo largo de la

menisco en la luz de la pipeta coincida con la graduacién maxima,
deslizdndose a

se retiro la pipeta con la punta

superficie externa de la pipeta.
Se introdujo la pipeta hasta el fondo del ler. tubo, ce dejé
salir 0.08 ml de suero y Se retiro la pipeta.

Por el mismo proceso, se introdujeron 0.04 ml de suero en

el 2o. tubo, 0.02 ml en el 30., 0.01 ml en €1 40. y 0.005 ml a

un 50. tubo.
Se efectud las mismas operaciones en las muaestras sucesivas

de cada hilera de tubos.
Con una pipeta, se introdujeron en cada tubo 2.0 ml del
antfigenc diluido, cobteniendo agi diluciones de 1:2%, 1:50, 1:100,
1:200 y 1:400.

Se agitaron suavemente las gradillas con tubos, se
envolvieron con polipapel, y se colocaron en una incubadora donde
se dejaron a 37°C por 72 hrs.

Para la lectura, se observd contra un fondo negro mate, con
se dio como reaccidn

la luz situada detrds de la gradilla;
positiva cuando la me=cla de suero y antigeno es clara y una leve
agitacién no disgrega los grumos; hay reaccién negativa cuando
la mezcla de suero y antigeno no muestra claridad alguna y la
agitacién leve no revela la presencia de grumos, (S)

Prueba de ELISA Indirecto.
Se realizé sobre microplacas de poliestireno de 96 pocillos
con fondo planco. el antigeno a utilizar fueron células completas
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de la cepa rugosa de B. abortus inactivadas por radiacidédn, tras

una titulacién previa, se empleé la dilucién 1i:64 que resultd ser

la ma&s adecuada, se diluyé el antigeno en buffer carbonatado
(0.06 M, pH 9.6). La adsorcién se consiguié anadiendo a los

pocillos 100 ul de incubdndolos por 24 hrs a

esta solucisn e
37°C. El antigeno no absorbideo se retiro mediante 3 lavados con

guardaron a 4°C. La

PBS -Tween, se sellaron las placas 3y se
técnica se reali=zé como so describe a continuacidén:

a) Incubacidn de 100 2l de suero problema, diluido en PBS
{solucién buffer de fosfatos) a 1:200, durante 60 minutos a 37°C.
b) Lavado 3 veces con PBS-Tween, de las placas.
c)Iincubacidn (60 min, 37°C) de 100 wl do< conjugado a la
dilucién 1:2000, se empled proteina G (Pierce) conjugada con

peroxidasa .

d)Lavadoe 3 veces con PBS-Tween, de las placas.

e)Adicidn de 100 ul de sustrato e incubacidn durante 15 min
ambiente. Como sustrato
sulfonico (ABTS. Sigma Chemical

mis 19 xl de

a temperatura se empled 4dcido 2-2
azinobis, 3-etilbenzotiazolina
Co, 5.5 mg en 50 ml de buffer citrato 0.05 M pH 4,
H,O0, al 1.2%).

f)La lectura se realizé a
de onda de 405 nm en un

los 1S min, sin detener la
reaccidn, a una longituad

espectrofotSmetro miltiple (Titertek Multiskan), provisto de un

registrador de datos, (18).
Se realizd una ritulacidén previa tanto del antigeno como del

conjugado para encontrar la dilucidén adecuada, estd se determind

analizando las densidades épticas obtenidas en varias diluciones
del antigeno y del conjugadeo, empleando sueros control positivo
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¥y control negativo, las diluciones empleadas fueron aquellas que
diferenciaron claramente los sueros positivos de los negativos,
variacién ent.re las repeticiones

Y gue presentaron menor

realizadas.
Prueba de intradermoreaccidn.

Los animales vacunados fueron sometidos a la prueba de

intradermoreaccién utilizando el brucellergeno comercial
Rhéne Mérieux)., despufs de 12 meses post-

(Brucellergene OCB,
3 x 3 cm fue rasurada en la regidén del

vacunacién. Una drea de

se realizé una medicidén grosor de la piel

cuello, inicial del
utilizando un calibrador vernier

empleando una jeringa insu-

linica se adminiscré la dosis de 0.1 ml del brucellergeno
(extracto proteico de Brucella) intradermicamente, posteriormente
se realizaron revisiones a las 24, 48 y 72 hrs. post-inoculacidén,

a las 72 hrs. calibrador

la lectura se realizé utilizando el

vernier para obtener la medida
La prueba se considerd positiva cuando el grosor de la

final.
piel aumentd por lo menos en un 20% sobre el valor medido antes

de la inoculacién, (8B, 9).
Paralelamente se realizdé la prueba de intradermoreaccidén en
un grupo de 10 bovinos machos, a los cuales, se les realizé la
prueba de tarjeta convencional para confirmar que no tuvieran
anticuexpos, ste grupo fue utilizado como control negativo de

la prueba intradérmica.
Seguimiento serolégico y bacterioldgico.
En caso de encontrar un animal positivo a las pruebas

utilizadas para detectar las brucelas lisas durante el muestreo

periddico, se le realiza un muestreoc de sangre para

el
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aislamiento bacteriano, posteriormente se sacrifica el animal y

se toman muestras de nddulos linfacicos, bazo, tero, y glandula

mamaria para un estudio bacteriolégico; las muestras se siembran

en medio Farrell vy se identifican utilizando 1las pruebas
rutinarias (7).



1
3
!
i
:
i
i
4
{
i

i i o SRR

RESULTADOS .

En la Tabla No.1, se enlistan las pruebas bioquimicas
realizadas a las cepas aisladas de 6 animales pertenecientes al
hato, identificdndose como una cepa de campo de B. abortus
biotipo 1, determinande la prevalencia del hato basandose en el
nimero de aislamientos obtenidos en un 8.33%.

En la Tabla No.2, se mencionan los resultados de las pruebas
serolégicas realizadas en el grupo experimental, para confirmar
que no poseian anticuerpos contra la brucelosis antes de la
vacunacién.

Fue elaborado un antigeno rugoso a partir de la cepa mutante
rugosa por transposicidn para la prueba de tarjeta, este fue
sometido a aglutinacién con sueros negativos y sueros positivos
a las brucelas lisas para evaluar la especificidad y sensibilidad
del antigeno, debido a que se presentaron resultados falsos
positivos, se determind que la especificidad de la prueba era
nula, por lo que se optd por descartarla.

La Grédfica No.l, presenta el comportamiento serolégico del
grupo vacunado con la prueba de aglutinacidén lenta en tubo, donde
se observa un ascenso paulatino de los titulos, alcanz&ndose el
titulo mis alto, a los 30 dfas post-vacunacién, manteniéndose

en esta forma hasta los 90 dias, posteriormente, se inicia un
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detectandose anticuerpos solo en

descenso gradual de la curva,

la dilucidén mds baja al final del perfodo de evaluacidén, (9 meses

post -vacunacién) .

Se describe en la Gré&fica No.2, la prueba de ELISA
ce observa en la dilucién 1:200 del suerco, una

Indirecro, donde
de2 la densidad éprica,

elevacisén gradual de los valores
2ctrofotémetro a lom 30

obteniéndose la mayor lectura en el o
dfas post-vacunacién, manteniéndose los valeores en forma elevada
hasta los 120 dias, sequide de un deaecremento gradual de las
registrando valores aun mayores que la lectura previa

del final del trabajo. (9

lecrturas,
meses post-

a la vacunacién, cerca

vacunacién) .
Para abtener las diluciones Sptimas de los antigenos rugoSos

para las pruebas de ELISA y tubo de los sueros experimentales,
se realizaron wvarias diluciones hasta encontrar las que
diferenciaron claramente resultados positivos de negativos,
ademids de presentar una menor variacidén entre los resultados de
las repeticiones realizadas, por ello, se utilizéd para la prueba

la dilucidén 1:200 de los sueros y 1:64 del

de ELISA Indirecto,
anctigeno y la dilucidén 1:2000 del conjugado,

el antigeno colocado a

por su parte, para

la prueba en tubo, la concentracidén
celular del 4.5%, fue diluido 1:100 para la realizacidn de 1la

prueba.
En forma adicional, se presenta en la gr&fica No. 3, la
respuesta inmune obtenida en la vacunacién de bovinos utilizando
la vacuna viva atenuada de B. abortus, cepa 19 en dosis clasica.

En la Tabla No.3, se presentan los resultados obtenidos en

la prueba de intradermoreaccién aplicada al grupo experimental
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a los 12 meses posSt-vacunacidn, en base al criterio antes
mencionado, se obtuvo que el 100% de los animales probados dieron
“reaccién positiva a dicha prueba, paralelamente se les realizo
la prueba de tarjeta convencional, esultando negativos, el 100%

del grupo.

En forma complementaria, se enlista en la Tabla Nlo.4, el
grupo de animales utilicados como control negativo de la
brucelinizacidén, donde ademas se muestran Ccomo animales negativos
para la prueba de tarjeta; el 100% de este grupo no dio reaccidn
aplicacién del brucellergeno {(extracto proteico de

alguna a la

Brucella) .
Debido a qu« durante todo el transcurso del seguimiento,
ningin animal resultdé positivo a las pruebas serolégicas
utilizadas para detectar a las brucelas lisas, no hubo necesidad
de realizar el aislamiento bacteriolégico.
Para ambas pruebas experimentales se utilizaron sueros
negativos a la prueba de tarjeta. dandc valores promedio de 0.530
de densidad éptica en la dilucidn 1:200 (valores mis bajos gue
los obtenidos del grupo vacunadolen la prueba de ELISA Indirectao

asfi como resultados negativos en la prueba de aglutinacidn lenta

en tubo.
Como marceo de referencia, se incluye en el Anexo, las

caracteristicas diferenciales entre las especies del género

Brucella spp y Sus biotipos.



TABLA No.1. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE IDENTIFICACION
REALIZADAS A LAS CEPAS AISLADAS.

PRUEBA No. No. No. No. No. No.
BIOQUIMICA. io0e 1212 128 132 153 161
TRIPLE AZGCAR
HIERRO. (-} (-) -1 (-) -) -)
PROD. AC.
SULFPHRIDRICO. (o) Vo) (+) (+) () (+)
UREA . te) (+) (o) () () (+)
DEPENDENCIA DE
COLORANTES .
TIONINA.
1/2%5.000 t-) -) ¢-) -) - (-)
1/50.000 -) (-) -) -) C-) (-
1/100,000 (-) - -1 -2 (-) (-}
FUCSINA.
1/50.000 () [£3] o) te) (€3] (+)
1/200.000 te) (+) +) () (<) ()
SAPRANINA .
1/100,000 [£3] (o) te) te) (&3] ()
REACCION CON
ANTISUEROS .
A (o) (+) (+} (+) () (+)
M (-} - t-) - (- {-)
FAGOTIPIPICACION.
Ix (+) () (+) {+) (+) {)
Rc €-) -3 (-) -3 -3 «-)
Wb () {+) (+) () {+) ()
o {+) t+) (+} () (+) {+)
CRECIMIENTC EN
ANTIBISTICO. {+) () {+) {+) (+) (e}
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ELISA
Indirecto

TABLA No.2. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS RUTINARIAS
APLICADAS AL GRUPO EXPERIMENTAL ANTES DE LA VACUNACION.

Fijacién del
Complemento

L'rnrjet:a fRivanol I I.D.R. I

No.
ARETE

21
22

23

24
26
27
28
29
30
2S5
32
33
34
35
36
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TABLA No.3. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE INTRADERMOREACCION

APLICADA AL GRUPO DE ANIMALES VACUNADOS.

No. ARETE *Prueba dJde Medida Medida Final Resultado
Tarjeta Inicial (a las 72 hra.)

21 (&) 0.5 cm 0.8 cm Positivo.
22 =) 0.9 cm 1.2 cm Positivo.
23 -) 0.6 cm 0.9 cm Positivo.
24 -) 0.6 cm 0.9 cm Positivo.
26 (-) 0.8 cm 1.2 cm Positivo.
27 «-) 0.4 cm 0.8 cm Positivo.
28 ==
29 «-) 0.5 cm 0.8 cm Pogitivo.
30 ==
31 (-) 1. cm 1. <m Positivo.
25 =) 0. cm 0. cm
32 (-) 0. cm 1.0 cm Positivo.
33 «-) Q. cm 1.1 cm Positivo.
34 -) . cm 1.4 om Pogsitivo.
35 =) o cm 6.9 cm Pogsitivo.
36 ==

= La prueba de tarjeta referida,

diagnéstico convencional.

*es Estos animales fallecieron antes

Prueba de Intradermoreaccidén.

.Nota:

Se considera como reaccién positiva,

mAs sobre la medida inicial.
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TABLA No.4. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE INTRADERMOREACCION
APLICADA AL GRUPO DE ANIMALES UTILIZADOS COMO CONTROL

NEGATIVO.
No. *pPrueba de Medida Medida Final Resultado
Arete Tarjeta Inicial {a las 72 hra.)
47 =) 0.5 cm 0.5 cm Negativo
63 «-) 0.6 cm 0.6 cm Negativo
64 [ ] 0.7 cm 0.7 cm Negativo
70 [ ] 0.5 cm 0.5 cm Negativo
73 =) 0.5 em 0.5 cm Negativo
76 (-3 0.6 cm 0.6 cm Negativo
77 (-) 0.5 cm 0.5 am Negativo
79 (-) 0.7 cm 0.7 cm Negativo
88 «-) 0.7 cm 0.7 cm Negativo
952 (=) 0.8 cm 0.8 cm Negativo

* La prueba de tarjeta referida. es la prueba rutinaria para el

diagnéstico convencional.
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GRAFICA No.1. EVALUACION SEROLOGICA DEL GRUPO VACUNADO.
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GRAFICA No.2. EVALUACION SEROLOGICA DEL GRUPO VACUNADO.

Prueba de ELISA Indirecto.
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GRAFICA No.3. RESPUESTA INMUNE A LA VACUNA DE B, abortus
CEPA 19 EN DOSIS CLASICA.
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DISCUSION.

En la investigacién en brucelosis es importante el
desarrollo de nuevos inmunogenos que pueda inducir una proteccidén
adecuada al ganado vacuno contra la infeccién y el aborto, y que
ademis los anticuerpos puedan ser diferenciados de la respuesta
inducida por las cepas virulentas de campo de SBrucella abortus

n las pruebas seroldgicas normales usadas para el diagnéstico,

(1L7) .
La actual vacuna de B, abortus cepa 19 induce proteccién

adecuada, pero induce anticuerpos en el ganado que interfieren
puede causar aborto en ganado gestante al

con el diagndstico,
(17) .

utilizar la dosis clésica y es patdgena para el ser humano,
Para que no existan problemas en los diagnédsticos post-

la vacuna contra Brucella no debe reaccionar en las

vacunales,
ellas usan el

actuales pruebas serolégicas, todas

lipopolisacdrido como antigenc para la reaccién,
la vacuna sea un mutante rugoso de

{(17) .

Una alternativa es que,

B. abortus, la cual al carecer de la cadena-O lipopolisacdrida
evita 1la seroconversién, ademis solo sobrevive un periodo

relativamente corto dentro del animal,
La corta sobrevivencia de esta cepa en los bovinos puede

2).

explicarse parcialmente por lo referido por Price y col., (1990),
que reportan que el lipopolisacdrido "S" (smooth o liso), presente
sobrevivencia

como un factor de

el génerc Brucella,
debido a gque observaron

en
principalmente al proceso de fagocicosis,

una reduccidén de la virulencia en las cepas mutantes rugosas in
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utilizando macrofagos mamarios de bovinos, estos autores
8. abortus lisa 2308,
por transposicidén

vitro,
evaluaron en su estudio las cepas: mutante
rugosa RBS1, cepa vacunal 19 y dos mutantes
derivados de la cepa 19, (38) .
Es conocida la persistencia de microorganismos vivos de la
cepa vacunal 119 en los bovinos y por lo tanto una potencial
afectando principalmente la placenta y el feto resul-

los demds animales Yy Ppara el

infeccidn,
riesgo para
al ser rugosa,

inoculacidn,

tando un elevado
humano, (17). De esta forma, la cepa vacunal es
eliminada poco tiempo después de su sin inducir

para el

ancicuerpos que interfieran en las pruebas oficiales

diagnéstico de la brucelosis bovina, y resultando menos infectiva

para los demds animales y el hombre.
inocularon medios de cultivo con la

Schurig y col., {1951},

y observaron que el microorganismo es
a la

cepa mutante rugosa RES51,
altamente estable Iin wvitro y no presentaba reversidn
animales de

lisa,

paralelamente, inocularon

observando que la cepa es altamente

morfologia

laboratorio y ganado vacuno,
atenuada y no presentaba reversidén a la virulencia debido a que

los animales no mostraron algin signo clinico de la enfermedad
temperatura <c¢orporal

exceptuando un escaso incremento en la
durante los primeros dias post-inoculacidn, y a la necropsia de
observaron pocas lesiones tisulares,
inoculando cabras con dos mutantes

fueron

(41) .

estos animales,
Adams y col.,

de B. abortus.

heces, saliva,
gque no se aislaron las cepas mutantes

(199a) .

reportan gque
sangre o lagrimas por 120

rugosos las cepas no
detectadas en orina,
dfas post-inoculacién, y
de los tejidos del sistema reproductor y linfitico tomadas al
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2).

sacrificio de estos animales,
inoculando ratones gestantes con la

Tobias y cel., (1%92),
cepa wvacunal 19 a una dosis de 1 x 10’ UFC, reportan lesiones

severa placentitis necro-supurativa acompaiada
Roop II y col., (1991),

con la cepa rugosa

presentes de una
con muerte fetal, (49). Por su parte,
inocularon un total de 100 cabras gestantes
mutante RBS1 a una dosis de 1 x 10° UFC, observando la presencia
placentitis b ausencia de muerce fetal.
inocularon cabras gestantes in dtero a una dosis

Yy observaraon que

de una leve

Posteriormente,
UFC de la cepa rugosa mutante RBS51,

de 1 x 10*
llegar a ser infectiwva

a esta dosis, dicha cepa puede pPe=ro no

causa aborto, (41).
Aparte del principal determinante antigenico gue es el

lipopolisacdrido (LPS), existen proteinas de la membrana externa,
y hapteno nativo de B. abortus que funcionan como determinantes
Para la vacunacidén con la cepa mutante rugosa

(19) .
estruc-

ancigenicos,
los anticuerpos especificos para las

por transposicién.
superficiales del microorganismo pueden
experimentales

ser detectados a

turas
través de pruebas diagnésticas como ELISA
Indirecto y aglutinacién lenta en tubo empleandoc como antigeno,
cultivos inactivados de la cepa vacunal, (17).

Con base a los resultados de este estudio, se observé en

ambas pruebas que la cima de titulos de anticuerpos se presenté
a las 4 semanas post-vacunacién decreciendo los tfitules hasta
casi desaparecer en €l iltimo muestreo sanguineo, (270 dias post-
Esto se asemeja a 1los resultados gue reportan

vacunacidn) .
al inocular 24 novillas de 10 meses de

(1993)

Cheville y col.,
cepas mutantes de B.

edad con varias abortus, donde al
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cuancificar 1los titulos de anticuerpos con la prueba de

aglutinacién en tubo, detectaron el mayor titulo a las 4 semanas

post -vacunacidén, (17).

Como reportan Blasco y col., (1995), la prucba de intrader-

moreaccidn evaluada &n ovejas infectadas y no wvacunadas comparada

con las prueaebas de ELISA, tarjeta y fijacidén del complemento,

obtuvo una sensibilidad y especificidad solo mener que la prueba

de ELISA 3y mayor a las otras; como también reportan Bercowvich y

col., {1990), quo evalitan la prueba de intradermoreaccidn en

ganado vacuno positivo, negativo y sospechoso junto <con la prueba

de fijacidén del complemento, pru¢ba de aglutinacidn en tubo ¥y

prueba de anillo en leche, la encuentran como una prueba muy

sensible y bastante especifica para <1 diagnostico, (8, 9) .
En egte trabajo fue utilizada la pruecba de intradermo-

reaccién para evaluar la respuesta celular inducida por 1la

vacunacioén, debido a que las brucelas tienen la caracteristica

de ser microorganismos intracelulares facultativos, se le concede

un papel mds preponderante a la inmunidad mediada por ceélulas

inmunocompetentes inducida por la vacunacion, se obtuvo un 100%

de positividad, teniendo en cuenta gque 1os animales previamente
se comprobaron gue fueran negativos a la sercologia diagnéstica
Yy a que se aplicd el mismo brucellergeno (extracto proteico de

Brucella} a un grupo control negativeo, (un grupe de 10 bovinos

machos negativos a la serologia diagndstica) .
En su estudio, Cheville y col., (1993), vacunaron a 24

novillas a los 10 meses de edad, con las cepas de B. abortus:

Cepa 19, cepa RBS51 y dos mutantes por transposicidn, aplicaron
al ganado la brucelinizacién, antes y después de la vacunacién,
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a4 la brucelina (extracto

obteniendo solo reactividad cutdnea

de la vacunacién, y siendo las

proteico de Brucella) después
serolégica contra Brucella, (17).

novillas libres de evidencia

En los resultados obtenidos en este trabajo, se observé un

comportamiento seroldgico parecido al producido por la vacunacién

con cepa 19, (14), teniendo en consideracién que en este estudio
se utilizaron sélo 5 diluciones de los sucros para la prueba de
aglutinacién lenta en tubo, por lo que no se pudo cuantiticar en

como lo observado en la grafica de
descenso de anticuerpos es

un titulo mayor, la vacunac:ién

con cepa 19, ademis se observa qus el

similar entre ambas vacunas.
En base a estos mismos resultados obrenidos, se observd que
los sueros de los animales vacunados con la cepa mutante no

presentaron reaccién alguna en las pruebas seroldgicas rutinarias

el diagndstico de las brucelas lisas en todo el transcurso del
escudio, por lo que se deduce que la wvacunacion con la cepa
rugosa mutante no induce anticuerpos que interfieran en el
diagnéstico, €1 hecho de gue tampoco se presentaron animales
podria ser un pardmetro para indicar gque esta

seropositivos
adecuada confiriendo

respuesta inmune

vacuna indujo una
cabe mencionar que dichos

proteccién a los animales vacunados,
animales estuvieron en un desafio natural de la enfermedad,
se logré aislar el microorganismo a

como

demuestra el hecho de que

de leche de 6 animales vacunados

partir de muestras

pertenecientes al hato e identificarlo como una cepa de campo,
Por lo que el grupo vacunado estuvo ante un elevado riesgo de
infeccién por el microorganismo. Ademids que todos estos animales

quedaron gestantes y parieron normalmente, sin ningin caso de
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aborto, ademds es importante sejlalar que la inmunidad celular
contra la brucela juega un papel muy importante en la proteccidén,
por lo que al haberse presentado un 100%Y de pogitividad en la

vacunado {a post-

los 12 meses

brucelinizacién en el grupo
adecuada

se deduce que la
contfirma
del brucellergeno
confirmar que

vacunacidén estimuld una

vacunacion,
inmunidad celular., esto se por el hecho de que los
(extracto

aplicacidén
wevraluados para

animales antes de la
de Brucella) ., fueron

proteico
seroldédgicas.

fueran negativos las pruecbags
Estos resultados se asemejan a los encontrados por Cheville

vacuno adulto con la ceopa

vAacunaron ganado

(1992), que
subcutdnea

y <ol.,
rugosa RBS1 utilicando las vias y conjuntiwval, Y
2308, obre-

posteriormente desafiidndolos

con la cepa virulenta
solo dogc de los 20 animales vacunados. dbortaron
con la gran ditferencia de que en el caso del

la

niendo que

después del desafio,

el desatfio se dio natural ya que

en forma

presente trabajo,
enfermedad era encootica en el hato al que pertenecian los

animales.

Ademis sefalan que despuécs de la inmunizacién con la cepa
RBS1, las pruebas de tarjeta, aglutinacidn en tubo, rivanol, 2-
mercaptaetanol y fijacién del complemento dan resultado negativo
de 1la via de inoculacidn, dosis y frecuencia de

a pesar
pPor lo gque la

inmunizaciones con la cepa RBS1 de B.
deteccién de cualgquier anticuerpo anti-LPS liso por estas pruebas
indicativo de una infeccién de campo con

abortus;

en el ganado vacuno, es

B. abortus, (16).
Otro estudio realizado por Cheville y col., (1993), donde

inocularon 24 novillas Polled Hereford de 10 meses de edad,
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utilizando las cepas de B. abortus: Cepa 19 (n=6), cepa RBS51
(n=4) y dos mutantes por transporicidén derivados de la cepa
vacunal 19 (4 novilla por cepa) a una dosis total de 2 a 1.4 x

a cada nowvilla, asi como 6 animales control inoculados con

subcutdnea, y emplearon las

10%°

solucidn salina, todas por la via
pruecbas de aglutinacidn «n tubo, tarjeca, ELISA, Inmunohis-

toquimica .
fueron probadas con la

Eneste mismo trabajo, las novilla
brucelinizacidén antwes y despudy do 1la vacunacidn, posteriormente

fueron desafiadas al quinto mes de gestacidén con la cepa

virulenta 2308 da B. abortus, a una dosis de 1 x 107 UFC en 100

#l de solucién salina, por via conjuntival. Observaron que ctodas

las novillas fueron libres de evidencia serolégica después de la

vacunacién con la cepa rRBS51 a la serologia diagnéstica

convencional. Para todas las cepas utilizadas, se obtuvo la cima

de titulos de anticuerpes a las 4 semanas post-inoculacidn que

descendio hasta casi desaparecer al momento del desafio, (So. mes
de gestacidn). En comparacidn con los resultados de este estudio,

en donde se encontrd la cima de titulos a las 4  semanas

decreciendo hasta casi desaparecer  a los 270 dias post-
vacunacién.

La reactividad cutanea a la brucelina (extracto proteico de

Brucella) no fue observada en alguna novilla antes de la

vacunacién, todas las novillas eran negativas a la brucelosis

antes de la vacunacidn.
Todas las novillas vacunadas fueron protegidas contra el

aborco y parieron normalmente crias sanas., en el grupo control

(n=6), 3 novillas abortaron y una novilla paridé una cria débil,

65



pequeila y prematura, el aborto ocurrid en un periocdo de 3 dias
post-desaffo. Finalmente, inmediatamente después del parto o del
aborto, todas las vacas y crias fueron sacrificadas para obrtener
muestras de linfonodos, sangre, pulmén, contaenido gastrico,
placenta, bazo, gldndula mamaria, aparato reproductor para

realizar el analisis bacterioldgico y ¢l examen histopatoldgico.

De los grupos vacunados de vacas y crias, no 5o aisld la
cepa de desafio, asi como S conge aron los tejidos sin
alteraciones histologicas. En las novillas que abortaron fueron
altamente infectados los tejidos reproductaivos, linfonodos y

glandula mamaria asi como prasentaron lesiones soeveras on estos
tejidos en el examen histologico. Las novillas control que no
aborrtaron no tuvieron ewvidencia seroldgica ni cultivo de la cepa
de desafio posterior al parto, (17).

Enright y col., (21), inocularon un total de 10 vacas
adultas por via oral con la cepa rugosa RPBS1, y posteriormente
desafiadas en el segundo tercio  de gestacion con la cepa
virulenta 2308 de B. abortus, ellos encontraron gue solo dos de

los 10 animales wvacunados abortaron

En su estudio, Soberén y col., (1996), vacunaron 15 cabras
adultas, negativas a Brucella, a una dosis de 4 »x 10°° UFC/ml,
por wvia subcutdnea y mantuvieron sin wvacunar a 10 cabras como
control. Se realizaron muestreos sanguineos periddicos para
estudios serolégicos y se sometieron las 25 cabras a desafio, a
los 51 y 96 dias post-vacunacién con una cepa de campo de B.
melitensia a una dosis de 9 x 10°* UFC, por wvia conjuntival.
Posteriormente, sacrificaron los animales a los 45 dias después

del segundo desafio y se recolectaron muestras de Utero, glindula
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{submandibular, preescapular y

La cepa de desaffo
(6.6%),

mamaria, bazo, linfonédulos

recromamario) para su estudio bacterioldgico.
vacunadas

fue aislada solamente de una de las 15 cabras

Yy de 6 de las 10 cabras no vacunadas, que corresponden al 60%,

(ae6) .

Conjuntando los resultados de este estudioc con los

resultados de otros autores, se observa gue la vacunacién del

ganado vacuno utilicando cepas mutantes rugosas de B. abortuas
solventar los problemas en

a pesar de que la
la

reane caracteristicas valiosas para

el diagnéstico presentes por la vacuna actual,

se refieren a la cepa rugosa RBS1,

mayorfa de los estudios
cepa rugosa mutante por transposicidn da resultados similares a
la RBS1, por lo que se debe considerar como otra opcién a
estudiar para encontrar la vacuna ideal.
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CONCLUSIONES .

Al término del presente trabajo, se concluyd lo siguiente:

1.- La vacuna rugosa mutante por transposicidén es capaz de
inducir respuesta humoral y celular, como Se pudo comprobar con
asi como, por

las pruebas seroldégicas experimentales utilizadas,

la prueba de intradermoreaccidn.

2.- Debido a que no ge preosentaron casos de 1a enfermedad

en las becerras inmunizadas en mis de dos afiios después de la
elevado riesgo de

vacunacién a pesar de

infeccidn por ser enzootica la brucelos
adecuada

haber estado en un
en 1 hato, se concluye
proteccidn a los

gque esta vacuna parece conferir una

animales vacunados.

3.~ Esta vacuna no induce anticuerpos qgue puedan ser
detectados mediante las pruebas oficiales para el diagnéstico de
la brucelosis bovina, {tarjeta, rivanol Y fijacidn del
complemento) con antigenos producidos a partir de brucelas lisas.

4.~ Se logré la estandarizacidén de la prueba de aglutinacidn

lenta en tubo y ELISA indirecto empleando un antigeno rugoso,
contra la cepa vacunal.

para evaluar la presencia de anticuerpos
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ANEXO. CARACTERES DIFERENCIALES DE LAS ESPECIES DEL GENERO BRUCELLA SPP. Y SUS BIOTIPOS.*

CIPECIE | BIOTIRO KS | UREA | reowtxa fricwisa | Tiowina | Fxcsina FUCSINA AMTISUTRO ANTISUEROD
1725,000 [1/50.000 | 1/1¢0,600 | 1/%0.008 | 3/1¢5,008 A [}
B.neliteasfe. 1 {1 v D] {e) ] ie) (o] O] (s}
1 (-1 v -1 1o} ) e} fe} te) -1
3 i) v (- 1) to} (s] fo) (o] 1)
B. abortus. 1 fo} ] ] i) i1 t) tsl to} (-
1 i+) 3} () -} (- [ t-i fo} (}
) 23] (o} ] fe} (o) tel (o) 2] 1)
4 (e} O] t-) (-} (23] o) X% 83 (o}
H -1 0] t-) o) i} to fo} (- (o}
4 v (o} i) (o} il ot fa) e} )
7 v d} ) 1+ iv) te! [t e o]
* (o} 1] () ie! to) e o) (-4 ()
2. sute. 1 to} 1s) Lo} (o (o i ) te) t-i
b {-} {¢] £-) let le} i} i} (o} )
3 1-) {e) 1o ts) 1o (o) te} (o} i}
4 [B] [} {e) {e) [o} ) {o] fe} (o)
3. pectomae, 1 () (o} ) 18] {s1 [ i} [0 i)
2 ovie, 1 (=) 1e] (o} (e} iel o) (el i1 (-}
2. caals, 1 (-} {+) (+) [ tel 1l {od 18 1}
Valarianie.
+ Basado en Alten, (7).
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