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Resumen

Se realizaron extracciones de proteinas de la membrana
externa de una cepa de campo de Brucella melitensis, y
se utilizaron como antigeno para desarrollar y
estandarizar un ELISA Indirecto, utilizando 30 sueros de
animales positivos con aislamiento bacteriolégico y 42
sueros de animales negativos provenientes de una hato
libre, también fueron evaluados sueros de animales
vacunados con Brucella melitensis Rev1 dosis reducida y
completa, Brucella abortus RBS1 y Brucella abortus
$2308::Tn5. Los resultados indican que el ELISA con
2ug/ml de antigeno, con una dilucion de suero de
171250, tiene una especificidad y sensibilidad del 100%,
entre animales positivos y negativos, para los animales
vacunados, se encontrdé una especificidad de: 100, 77,
57 y 83% respectivamente. También se realizd un
analisis de Western Blot, con los sueros mencionados;
en los sueros de los animales positivos se observo una
zona de reaccion que va de los 25 a los 80 Kda, junto
con ofras bandas de 89, 45 y 17 Kda las cuales no
fueron observadas en los sueros de los animales
negativos.
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INTRODUCCION

EPIDEMIOLOGIA DE LA BRUCELOSIS

La brucelosis ha permanecide, desde la descripcion del agente etiolégico en 1887 hecha por Bruce, hasta fa
fecha, como una de las zoonosis mis importantes a nivel mundial.' La enfermedad es producida por
bacterias del género Brucella, en animales domésticos y silvestres.” Seis especies integran este género: B.
abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis y B. neotomae. Esta clasificacion esth basada en pruebas
bioquimicas, patogenicidad, y hospedador afectado, sin embargo estudios recientes de secuenciacién de
ADN de estas bacterias (165 y 355 RNA) han mostrado homologia en tedas las especies, por lo que
Halling® propuso a B. melitensis como la inica especie, considerande las demis como sus biovariedades.
Por otra parte ¢! reciente aislamiento de Brucella reportado a partir de mamiferos marinos ba extendido su
rango de distribucién ecologica.”

Brucella melitensis es considerada el principal agente etiologico de la brucelosis en cabras, mientras
que B. abortus Yo es en bovinos," > ° sin embargo, se ha observado en algunos paises que han logrado
erradicar 1a brucelosis por B. abortus en et ganado bovino, que B. melitensis infecta a bovinos, colocandose
como agente etioldgico de brucelosis bovina y la vacunacidn con B. aborius S19 en ganado bovino, no
protege en forma efectiva contra B. melitensis.’ Ademas la vacunacién contra la brucelosis bovina no es
una practica muy coman en la ganaderia de paises en vias desarrollo.

En la brucelosis bumana, B. melitensis es la especie mis cominmeute aislada (85%). La prevencién de
esta enfermedad depende del control de las infecciones por Brucella en los animales domésticos v

silvestres,™**

COMPOSICION ANTIGENICA DE Brucella

Las bacterias def género Brucefla tienen forma de cocobacilos pequefios (0.5-0.7 pm x 0.6-1.5 pm}, no
muestran agrupacion definida, son Gram negativos, son inméviles, no poseen flagelos, no tienen capsuta y
no esporulan. Son microorganismes quimiorganotrofos aerobios, que crecen en medios enriquecidos ¥
selectivos en el primoaislamiento, como en el agar Farrel. Algunos biotipos de B. aborus (biotipos 1. 2.3v
4) y B. ovis requieren de una atmosfera con 5-10% de CO,. > "

La envoltura celular de Brucelle consta de una membrana citoplasmatica y una membrana externa,
separadas por ¢l espacio periplismico que contiene el peptidogiucano (PG} v otros componentes como

enzimas. En B. aborrus se han identificado una Cu/Zn superéxido dismutasa y una catalasa.'~ "* Ef PG



juega un papel importante en la estructura de Brucella al conferirle una mayor resistencia a la
desintegracién fisica. Observaciones mediante microscopia electrénica mostraron una mayor interaccion de
este con la membrana externa de Brucella, a la observada en Escherichia coli. También mostraron que
mientras la inactivacion por calor en B. aborfus causa un colapso en 'a membrana interna. Ia membrana
externa permanece con su forma, a pesar de la liberacion de importantss cantidades de lipopolisacarido
(LPS) y otros mateniales, lo que sugiere que la interaccion del PG con |2 membrana externa confiere a esta
ultima una rigidez mayor, en comparacion con otras bacterias Gram negativas.'?

La membrana externa de Brucella contiene LPS, et cual esta compuesto por el lipido A; acidos grasos
como la fosfatidiicolina, que ¢s ¢l mas abundante (37% det total de fosfolipidos) en B. melitensis v B.
abortus seguido de fosfatiditetanolamina (33%), cardiolipina (20%) y fosfatidifglicerol (10%); ' " una
region niicleo (compuesta de glucosa, manosa y quinovesamina) y la cadena O, la cual es un homopolimero
de aproximadamente 100 residuos de 4 amino-4,6-dideoximanosa. Las diferencias en la union de los
residuos forman los distintos epitopos en el LPS, asi el epitopo tipo A dominante, esta determinado por
cinco residuos conmsecutivos unidos por enlaces alfa 1-2, mientras que el tipo M dominante, esta
determinado por cuatro residuos consecutivos donde se incluye un enlace alfa 1-3,' aunque se reportan
cepas las cuales muestran epitopos A y M." Debido a la presencia de 4 amino 4-6 dideoximanosa, existe
una reaccion cruzada con el LPS de: Escherichia hermanni, E coli Q:157, Salmonella 0:30,
Stenotrophomonas maltophilia, Vibrio cholera Q:1, y Yersinia enterocolitica 0:9." '> " La estructura del
LPS es similar en las cepas rugosas de Brucelia, con la diferencia de que estas carecen o tienen reducido la
cadema O, por lo que su antigenicidad esti determinada por ta region otcleo. '* '* El LPS de Brucella es
cuantitativamente y cualitativamente diferente al de las enterobacterias Gram negativas, ya que o es
pirdgeno, no activa al sistema del complemento a nivel significativo y es muy débil como mitdgeno de
células B murinas,'"'®

Otro antigeno descrito a partir cepas lisas de Brucella es el hapteno nativo. Este polisacirido hapténico,
fue descrito originalmente en pruebas de inmunoprecipitacion de extractos de cepas lisas de Brucella, estd
relacionado serclogicamente con un componente presente sélo en las cepas rugosas de B. melitensis 115
denominade originalmente polisacarido B."” El hapteno nativo y el polisacarido ha sido sujeto de
controversia ya que algunos autores han identificado al polisacarido B como glucanos ciclicos
periplasmicos en B. melitensis 16M y otras cepas lisas de Brucella, mientras que otros como una cadena O
v region niicleo, resultante de la hidrotisis hipotética del LPS durante su extraccion,' sin embargo Morivén'

afirma que la existencia de una cadena O ligada o no a los polisac:iridos de’la region micleo-lipido de la



membrana externa de varias bacterias Gram negativas, €s comin y ocurre como resultade de una variacion
en la reaccién de polimerizacion de la regidn aticleo y el lipido A.

En la membrana externa de Brucella existen proteinas (PME), las cuales han sido identificadas y
clasificadas, asi existen proteinas mayoritarias con pesos moleculares que van desde los 25-27 y 31134 a
36/38 kDa llamadas proteinas del grupo 3 y grupo 2 respectivamente, estas se encuentran ligadas
fuertemente ai PG.'* Las proteinas del grupo 3 eran consideradas la contra parte en Brucella de OmpA de
E. coli sin embargo, en estudios recientes de clonacion y secuenciacion del gen que codifica para la proteina
mayoritaria de 25 kDa de B. aborfus, concluyé que esta proteina no pertenece a la familia de OmpA.' Las
proteinas del grupo 2 han sido identificadas como porinas, y se ha descrito que estas PME en B. abortus
$19, B. canis v B. abortus 1119-3 poseen poros relativamente mas amplios que las PME de B. melitensis
Bi15 v B. abortus 45/20."° Esta diferencia en el didmetro de los poros puede explicar la diferente
sensibilidad a los colorantes mostrada por las diferentes especies del género Brucella.'® Las proteinas de 31
2 34 kDa son mas abundantes en B melitensis que en B. abortus.'® ™ ¥ Otras proteinas con pesos
moleculares distintos que han sido identificadas como proteinas minoritarias tienen pesos de 10 16.5, 19 y
89 kDa. La proteina de 89 kDa pertencce a las proteinas del grupo minoritario | cuyo peso molecular es de
£8-94 kDa."* ¥ Por otro lado Gomez-Miguel y Moriyon™ describieron una lipoproteina covalentemente
ligada al PG, como una proteina mayoritaria, con un peso de 8 kDa

ESTUDIOS MOLECULARES

En la actualidad se ticnen identificados algunosde los genes, que codifican estas proteinas:

* ompla y omp2b codifican para proteinas de 36 kDa que tiene una identidad del 30 al 40% con la
secuencia de aminoacidos de la proteina RopA de Rhizobium leguminosarum. Estas proteinas al ser
clonadas en E. coli fueron transportadas a la membrana externa y Omp2a aumento la permeabilidad
hidrofilica, lo que sugiere la formacién de poros en la membrana externa. Por otra parte Omp2b formé
oligdmeros resistentes a la desnaturalizacion en presencia de SDS, lo cual es caracteristico de porinas
bacterianas. Se ha sugerido que Omp2a forma poros mayores que Omp2b.

s omp2$ este gen codifica para una proteina de 25 kDa, estudios de secuenciacion y determinacion de
aminoacidos mostraron una homologia insignificante con ompA de diferentes bacterias Gram negativas,
no obstante se reporté una identidad del 43% con RopB de Rhizobium leguminosarum, RopB esta
también asociada con el PG. Pruebas de inmunogenicidad mostraron que omp25, expresada en la

superficic de £. coli produjo una fuerte respucsta inmune con altas cencentraciones IgG isotipo 2a =



* omp 31 codifica para una proteina que tiene una similitud del 34% con RopB de Rhizobium
feguminosarum. Al ser expresada en E. coli. mosttd al igual que en B. melitensis. muitiples bandas de
28 a 34 kDa en geles de poliacrilamida con duodecil sulfato de sodio (SDS PAGE). La variacion en ¢l
jreso molecular puede deberse a la asociacion que tiene con ¢! PG en ambas bacterias. Por otra parte esta
proteina formd polimeros resistentes a la desnaturalizacion en presencia de SDS, como otras porinas
bacterianas.

* ompl9, ompl6 y ompid codifican para proteinas de un grupo minontario. aungue su topologia no es
conocida aun, se sugiere que son hidrofobicas, con base en la prediccion de su composicion de
aminoicidos, por lo que deben localizarse en el espacio periplasmico, jugando algin papel en la
interaccién de la membrana externa con el PG, sin embargo se ha demostrado que epitopos de estas
proteinas estan expuestos en la superficie de la célula. Por lo anterior se sugiere la existencia de
lipoproteinas que pueden estar expuestas en la superficie v estar por otro lado ligadas a algunos
lipidos. =2
Mediante microscopia electronica v anticuerpos marcados, s¢ observd que las PME con pesos

moleculares de 10, 16.5, 19, 25 a 27, 31 a 34, 36 a 38 y 89 kDa estan expuestas en la superficie de la

bacteria, aunque la union de los anticuerpos estuvo determinada por la longitud de 1a cadena O del LPS.

Las proteinas de 31 a 34 kDa estin mas expuestas en B. aborius cepa rugosa, B, melitensis y B. suis que en

las dems especies.?" %

Por otra parte Gamazo y Moriyvon™ demostraron que cepas lisas y rugosas de B. melitensis liberan
cierta cantidad de material de ia membrana externa durante su crecimiento. Asi se identificaren, de un
medio donde crecié B. melitensis, las proteinas mayoritarias de pesos moleculares de 25 a 30 kDa v
proteinas minoritartas con pesos moleculares de 18, 22 v 84 kDa, ignalmente se encontraron fosfolipidos
como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y cardiolipina.

También ha podido establecerse que existen cepas de B. melitensis (cepa EP) que exhiben en su
superficic LPS de ambos tipos. ¢s decir son cepas con morfologia lisa-rugosa, caracteristica particular que

ha sido también descrita en Salmonella typhimurium como cepas semirugosas.

PATOGENIA DE LA BRUCELOSIS

Mecanismos de Patogenicidad

Los miembros del género Brucelle son considerados como patdgenos intracelulares capaces de

sobrevivir v multiplicarse dentro de las células fagociticas v tejidos linfoides. La persistencia de estas



bacterias dentro de las células es de suma importancia ¢n el desarrollo de la reaccion granulomatosa tipica
de la enfermedad.’

Las cepas de B. melitensis y B. abortus con morfologia lisa son mas virulentas que aquellas con
morfologia rugosa, ya que las bacterias lisas son capaces de sobrevivir y hasta de multiplicarse en
macrofagoes, a diferencia las cepas rugosas que no se reproducen y son eventualmente eliminadas.’ La
sobrevivencia de Brucella dentro de las células fagociticas esta asociada a la composicién de la pared
celular de la bacteria. Se ha sugerido que Brucella no es capaz de estimular la produccidn de oxidantes
necesarios para iniciar la destruccién de bacterias.'® ” Por otra parte la eliminacién de agentes bacterianos
por fagocitosis requiere de la unién del fagosoma-lisosomas, y se ha demostrado que Brucella cepa lisa
inhibe esta union.” Thoen v Cheville * reportaron que un extracto de B. abortus cepa lisa inhibia la unién
del fagosoma v los lisozomas, mientras que un extracto de B. aborfus rugosa fatlo para inhibir esta fusion,
al analizar ambos extractos s¢ observaron diferencias en la cantidad de azicares en los extractos y en la
presencia de 5 monofosfato de guanosina y adenina (SGMP, SAMP) que son los responsables de inhibir la
fusion lisososma-fagososma en neutrofitos bovinos, Adicionalmente interfieren en la activacion del sistema
de la mielo-peroxidasa y la produccion del factor de necrosis tumoral. Estas observaciones pueden explicar
porque las mutantes en purE donde la produccion de SGMP y SAMP estd suprimido se comportan como
cepas avirulentas.' Adicionalmente las cepas virulentas de Brucelia escapan a la destruccion por los
teucocitos al resistir los efectos de los sistemas oxigeno-dependientes e independientes debido a la
composicion de su pared. Asi pues, B. abortus cepa lisa virulenta ha demostrado ser mas resistente a la
destruccion por el sistemarde la mieloperoxidasa que las cepas de tipo migoso.

En B. gbortus se han encontrado una Cu-Zn v una Mn superéxido dismutasa que pueden tener un papel
significativo en la fase temprana de la infeccion intracelular. '® ya que estas enzimas protegen a la bacteria
de los efectos toxicos de los radicales superdxido. al convertirios en agua v oxigeno. Estas mismas enzimas
han demostrado ser protectoras para otras bacterias como Nocardia asteroides v Shigelia flexneri y se han
sugerido como factor de virulencia para Mycobacterium tuberculosis, Brucella produce dentro de este
mismo grupo de enzimas una catalasa que forma parte del sistema de defensa antioxidante de la bacteria,
que la protege del efecto del oxigeno liberade por los macrofagos previo a la fagocitosis. La locahizacién
periplasmatica de esta enzima sugiere un papel en la defensa de 1a bacteria contra el peréxido de hidrogeno
exdgeno en vez de la remocion del peroxido citoplasmatico producido durante la respiracion. Se ha
observado también que la supervivencia dentro de los macrofagos esta asociada también con la sintesis de
proteinas de peso molecular de 17, 24, 28, 60 v 62 kDa. La proteina de 62 kDa podria corresponder a una

Hsp62 de £. coli v la proteina de 60 kDa a una variante icido-inducida de esta. La proteina de 24 kDa es

wn



también una proteina acido-inducida y su produccion se correlaciona con la supervivencia de la bacteria
bajo condiciones acidas. Las proteinas de 17 y 28 kDa son inducidas especificamente por macrofagos y se
correlacionan con la supervivencia intracelutar. Este tipo de proteinas han sido descritas en otras especics,
como el sistema PhoP-PhoQ de Salmonclla typhimurium. "%

Infeccion por Brucella

El establecimiento de la infeccidn por Brucella comprende dos puntos importantes depende primero del
numero y virulencia de las bacterias vy, segundo de la resistencia relativa del hospedero, determinada por los
mecanismos inespecificos v especificos de la inmunidad. Thoen y Cheville sefialan que aproximadamente el
18% de las cruzas de ganado son resistentes naturales a las infecciones por B, abortus.’

Las bacterias del género Brucella penetran la mucosa de la cavidad nasal u oral. para enscguida ser
transportadas dentro o fuera de las células fagociticas a los linfonodos regionales, los cuales comienzan a
agrandarse debido a la hiperplasia ¢ inflamacion. Estos cambios pueden requerir varias semanas para
desarrollarse v pueden persistir por meses. Si la bacteria no se controla y elimina en los linfonodes. puede
diseminarse por el organismo via linfitica y sanguinea. Brucella alcanza al (tero via hematégena v
comienza a infectar los trofoblastos de los placentomas, los trofoblastos coricalantoideos adyacentes
comienzan a infectarse, ocurriendo un crecimiento masivo de la bacteria. Estas células eventualmente se
rompen y ulceran la membrana coricalantoidea. La ulceracion de la membrana coricalantoidea esta
acompafiada de un proceso inflamatorio donde la bacteria alcanza el Gtero. La bacteria se disemina via
hematogena al feto y los placentomas, el aborto puede ocurrir en este momento. ™ *

La capacidad para catabolizar eritrol es una caracteristica universal del género Brucella, la presencia de
elevadas cantidades de eritrol en ¢l tejido uterino del ganado bovino y otras especies. incluyendo ovejas.
cabra v cerdas se correlaciona con el tropismo de Brucella. Por otra parte extractos de fluidos fetales,
placenta y corion mostraron ser estimulantes en el crecimiento de B. abortus, B. melitensis v B. suis.' 1a
cepa avirulenta de B. abortus 19 vacunal ha perdido la capacidad de wtilizar eritrol y por lo tanto es la
Gnica cepa que es inhibida por ta presencia de eritrol ( 1 mg/ml ).'®

CONTROL
En caprinos asi como en otros animales domésticos, los abortos, la caida de los indices de fertilidad v

otros problemas producidos por fa brucelosis, hacen de esta enfermedad una de las mas importantes

economicamente En México la caprinocultura representd un ingreso anual en 1995 de $673,255.040 v las



pérdidas sélo por abortos. para ese mismo afio, debido a la brucelosis caprina fue de $139.540,996 segun
" datos de la CONETEB.

Meéxico establecié la Campafia Nacional contra la Brucelosis en agosto de 1970, v a partir de agosto de
1981, se le dio el caracter de obligatorio, general y permanente en todo el territorio nacional En 1996 se
publicé la Norma Oficial Mexicana, (NOM-EM-011-Z00-1994), que tienen por objeto cstablecer los
procedimientos, actividades, estrategias, v técnicas para el control y eventual erradicacion de la brucclosis
en el ganado **'

El programa de control de fa brucelosis se basa en la vacunacién de los pequetios rumiantes con la cepa
lisa atenuada de B. melitensis Rev 1.~ %*"*? La Norma Oficial Mexicana establece dos tipos de vacuna
dependiendo de la poblacion objetive: vacuna B. melitensis Rev | en dosis clasica (1 a 2 x 10” UFC) para
aplicarse en hembras de tres a cuatro meses v dosis reducida (1 x 10° UFC) para hembras de cualquier
edad, aun gestantes.®

Es necesario para la induccién de una respuesta inmune efectiva, duradera v protectora contra patogenos
intracelulares. la vacunacion con cepas vivas atenuadas o muiltiples aplicaciones del antigeno inactivado

_indicado junto cor un adyuvante para estimular los mecanismos inmunes celulares." B. melitensis Rev 1 es
una cepa viva atenuada originada de una virulenta, esta confiere proteccion a ovejas y cabras contra la
infeccion con B. melitensis y a borregos contra la infeccion con B. ovis. Dependiendo de la dosis
administrada durante la gestacién, pueden ocurrir abortos ¥ Crowther, citado por Blasco®, demostro que
dosis reducidas de Rev 1 (10° a 107) inducen abortos cuando son administradas subcutineamente en ovejas
durante ¢l segundo v tercer mes de la gestacion, Esta cepa fue probada en ganado bovino y los resultados
indicaron que Rev | protege bien o mejor que B. abortus S19 en bovinos,"” Blaseo™ considera 2 B.
melitensis Rev | como la mejor vacuna disponible para la profilaxis en pequefios rumiantes, indica que las
practicas de prueba y sacrificio no son ttiles ya que han fallado en el control de brucelosis, sugicre ademis
que la vacunacion compieta del hato es el inico método practico que logra el control de la infeccién por B.
melitensis en areas donde la prevalencia es alta, los sistemas de mancjo son extensivos y existe un bajo
nivel socicecondémico. En un experimento comparativo se demostré que la via de administracién conjuntival
reduce el nimero de abortos inducidos por la vacunacién comparandola con la via subcutanea. por lo que se
ha sugerido que usando de B. melitensis Rev 1. dosis completas por ia via conjuntival en programas de
vacunacion completa del rebafio es posible reducir el mimero de abortos inducidos por la vacunacién,
confiriendo un nivel adecuado de proteccion contra la brucelosis en pequefios rumiantes, sin embargo un

programa de vacunacion completa con un método de aplicacion totaimente inocuo no existe. Se han



sugerido otras cepas para la vacunacion de pequefios rumiantes. como es el caso de B. melitensis S3H38.

pero se demostrd que Rev | confiere mayor inmunidad."

Recientemente las cepas rugosas de Brucella han mostrado ser dtiles como vacunas. Debido a gue no
inducen anticuerpos contra la cadena O, por tenerla incompleta, no interfieren con las pruebas serologicas.
Dentro de este grupo de vacunas estan B. abortus RBS1 y B. abortus $2308:Tn5. La primera es una cepa
rugosa estable (r/bu-), derivada a través de pases en medios con antibidticos (penicilina y rifampicina) de la
cepa virulenta B. abortus §2308, La segunda es una cepa obtenida por ingenieria genética, a esta le fue
introducido el transposon Tn5 que indujo que B. abortus 2308 cepa lisa mutara a rugosa en una forma
estable, esta cepa no reacciona con anticuerpos monoclonales especificos para la cadena O del LPS.” Estas
vacunas inducen una proteccion significativa contra la infeccion con B. abortus semejante a la obtenida con
B. abortus §19. En un estudio con un modelo murino se mostré que la inmunidad protectora inducida por la
RB51 es dependients de células T Sin embargo se requiere de mayor investigacién para comprobar que
esto sucede también en ovejas y cabras al ser vacunadas con RB51." Aunque. Soberdn trabajando con
cabras reportd un 70% de positividad en la prucba de reaccién cutinea, en animales vacunados con la
vacuna B. abortus RBS1.* )

Aungue la cabra después de suftir un aborto por Brucella aparentemente se recupera de la enfermedad ¥
sus partos siguientes son normales, se ha demostrado que los animales quedan como portadores durante
toda su vida, siendo los responsables de la perpetuacion de la enfermedad en el rebaiio.® El uso de pruebas
seroldgicas para el diagnistico es también una parte importante dentro de la estrategia de control ¥
ermadicacion de la brucelosis en los animates.™ > “ ' La brucelosis €s una de las enfermedades en las que se
ha desarrollado una amplia baterfa de pruebas diagnosticas. El aislamiento de la bacteria es la prucba
inequivoca en casos positivos de la brucelosis,* ™' sin embargo es poco utilizada por lo laborioso y tardado
que resulta ¢l aislamiento de Brucella spp. Por otro lado los métodos mas utilizados son los indirectos. es
decir los que miden la respuesta del sistema inmune del animal, a través de la produccién de anticuerpos
contra Brucella spp. “* Las pruebas serclégicas para caprinos reconocidas por la campaiia son:

o La Prucha de Tarjeta o Rosa de Bengala (RB). que utiliza como antigeno a B. abortus 1119-3. a una
concentracion celular det 3% v rosa de bengala como colorante. a un pH 3.6, para evitar las
aglutinaciones inespecificas. La sensibitidad y especificidad descritas, para esta prueba son de 79 v 100
respectivamente.® *' En esta prueba la estructura celular que produce la reaccion de los anticuerpos
es ¢l LPS, por o que la vacunacion disminuye la especificidad del RB. Jones y colaboradores citados
por ¢l Comité de brucelosis-CONASA® informan que entre las cabras vacunadas subcutaneamente con

la dosis completa de B. melitensis Rev | algunas contintian siendo positivas hasta 14 meses después de



la vacunacion. En comparacién las cabras adultas vacunadas con dosis reducidas, las reacciones en RB
desaparccen a los 60 dias. Asi mismo Diaz Aparicio y colaboradores citados por el Comité de
brucelosis-CONASA® encontraron que al vacunar cabras adultas de una zona endémica con dosis
reducida, los reactores posvacunales al RB desaparecieron a los 75 dias. Mientras que Mancera y
colaboradores citados por el Comité de brucelosis-CONASA® observaron que cabras adultas vacunadas
con dosis reducida de Rev 1 y mantenidas en aislamiento, los reactores a RB desaparecicron hasta los
180 dias posvacunacion.
La prucba de Fijacion de! Complemento (FC) es una de las mas confiables, por su sensibilidad v
especificidad del 98%, sin embargo es laboriosa, difici} de estandarizar y no pueds realizarse con sueros
hemotizados o anticomplementarios.**' En la prusba de FC se utiliza como antigeno B. abortus 1119 a
una concentracién celular de 4.5%, las inmunoglobulinas reaccionan también contra ¢l LPS. % En
cabras vacunadas con la dosis clisica, los animales se hacen negativos hasta los seis meses
posvacunacion y en cabras vacunadas con dosis reducida fos titulos duran entre dos y cinco meses.” Es
el polisacaride O {O-PS) la parte del LPS a la que se dirige la respuesta inmune humoral detectada por
las pruebas serolégicas anteriores, ™ >
Otras pruebas diagnosticas disponibles para brucelosis caprina:
L.a Inmunodifusién radial inversa con hapteno nativo de B. melitensis 16M, en medio hiperténico (10%
de NaCl} con solucién de glicina ha sido evaluada en el ganado caprino, encontrindose gue tienc una
sensibilidad de 94.5% y una especificidad de 100%. En cabras vacunadas con dosis completa su
especificidad es del 94% a los 120 dias posvacunacién y en cabras adultas vacunadas con dosis
reducida es del 95% a los 30 dias y de! 100% a los 60 dias. Siendo esta capacidad de diferenciar
animales infectados de vacunados su principal atributo.* '
El Inmunoensayo enzimitico (ELISA} es una prueba de reconocido valor para el diagnéstico en
bovinos, en los que se han cvaluado varios antigenos, mientras gue en caprines ¢l namero de trabajos es
relativamente bajo. En un estudic de ELISA Indirecto (ELISA-I} utilizando como antigenos
lipopolisacarida, hapteno nativo, proteinas citoplasmaticas de B. melitensis v como conjugado anti IgG
caprino, la sensibitidad fue del 100% para ¢l LPS y el hapteno nativo y del 96% para las proteinas. La
especificidad fue del 98% para el LPS y ¢! haptenc nativo y del 94% para las proteinas. Sin embargo en
cabras vacunadas con ta dosis completa a los 120 dias la especificidad del ELISA con hapteno nativo ¥
el LPS es del 17% mas baja que para la fijacién del complemento y el rosa de bengala.” *'Un ELISA
competitivo con anticuerpos monoclonales, resulto capaz de diferenciar cabras vacunadas de infectadas,

poco tiempo después de ser inmunizadas. Esta prueba presento solo el 66% de sensibilidad en caprinos



con aislamiento de B. melitensis. va que requiere de que la infeccion tenga mas de 45 dias para dar

positivos.®
» El rivanol es una prueba poco estudiada en caprinos v se reporta que presenta una baja sensibilidad

(88%) y una especificidad del 100%, parece ser una prucba adecuada para diferenciar animales

vacunados de animales infectados, ¢} (inico inconveniente que presenta, s que cuando los titulos de los

sueros de animales vacunados en FC sobrepasan 1:4 - 1:16, resultan falsos positivos en rivanol.* ™
e Laprucha de anillo en leche para bovinos se modificé para su utilizacién en el diagnéstico de brucelosis
en caprinos, debido a ia ventaja que tiene como prucba de vigilancia epidemiolégica. La prucba se

realiza actualmente con un 1 ml de leche, 30 pl de antigeno, 300 pl de cloruro de sodio al 25% y 0.2 m!

de crema de vaca negativa a brucelosis, incubando 1 hora en vez de 2 horas. En un estudio con caprinos

vacunados se demostrd que hay interferencia de anticuerpos vacunales con la prueba, sobre todo
durante los primeros 30 dias, mientras que a los 90 dias es minima.*

La deteccién de anticuerpos no es siempre satisfactoria, ya que no todos los animales infectados
producen niveles significativos de anticuerpos y ademés varias bacterias pueden producir reacciones
cruzadas.” Una alternativa son las pruebas cutineas basadas en la hipersensibilidad retardada, que es una
manifestacion de la inmunidad celular que refleja la respuesta de los linfocitos T y macréfagos
sensibilizados frente antigenos de Brucelia. La brucelina es el antigeno empleado en la prueba de
hipersensibilidad retardada cutinea, contienen fracciones de proteina solubilizadas, responsables de la
respuesta celular, este antigeno se prepara a partir de cepas rugosas para evitar la contaminacién con el
LPS liso. La prucba intradérmica consiste en la inyeccién de alergeno proteico en la picl de los animales
sospechosos. La reaccidn positiva se caracteriza por la aparicion a las 24 horas de una zona engrosada. con
critema, que alcanza su maximo desarrollo a las 48-72 horas.' "' La inyeccién de minimas cantidades de
LPS liso podria causar una reaccion inflamatoria, que interferiria con la interpretacion de la prueba.' * El
inconvenignte principal de este tipo de prueba es que los animales vacunados son positivos durante mucho
tiempo.'""*

En la uitima década se busco, a través de diferentes pruebas, detectar la presencia del organismo o
partes del mismo, asi se desarrollaron pruebas de ELISA para la deteccion de partes especificas de la
bacteria, sin mucho éxito.* Adicionalmente se han desarroliado prucbas que detectan la presencia de acidos
nucleicos, como la reaccion en cadena de la potimerasa (PCR). Esta prueba consiste en la deteccion v
amplificacion de segmentos especificos det ADN de la bacteria, delimitados por secuencias de nucledtidos
especificos, conocidas como iniciadores, esta prueba es muy sensible. Tambiér.l se han desarrollado pruebas

de hibridacion in sifi. en las cuales un segmento de ADN especifico de la bacteria ¢s marcado v se busca



que hibride con su homologo en muestras clinicas. * Estas prucbas aun estan en fase de investigacion, por lo
que sc continua usando las prucbas serolégicas para el diagnastico de brucelosis.

F1 LPS utilizado como antigeno en las prucbas de diagnostico seroldgico anteriores dificulta la distincién
entre animales vacunados e infectados, lo que ha propiciado la investigacion de nuevos antigenos que
permitan hacer esta diferenciacion. El uso de PME en el diagnéstico esta muy difundido, pues muchos de
ellas participan en el desarrollo de la respuesta inmune en contra del microorganismo, asi como en la
patogenia de la enfermedad, asi. por ejemplo en Yersiniu pseudotuberculosis, su virulencia esta
directamente relacionadz con una proteina con un peso molecular de 103 kDa (integrina), localizada en la
membrana extema, ¢sta misma proteina se utilizo en el diagnostico a través de un ELISA, con una ala
efectividad.® Asi mismo utilizando anticuerpos moneclonales contra PME en un ELISA competitivo, ¢s
posible diagnosticar aborto enzootico ovino producido por Chlamydia psittaci serovariedad | con una
especificidad del 100%. Por su parte Vazquez*® utilizando también preparaciones dc PME en Salmonella
gailinarum pudo diferenciar animales infectados de animales sanos. En otro estudio Barrow citado por
Vazquez,” utilizando flagelina de Salmonella montevideo como antigeno de captura en un ELISA se pudo
diferenciar la infeccion causada por Safmonella enteritidis y Salmonella putlorum de la infeccion causada
por otras subespecies de Salmonella en pollos de engorda.

La utilizacion de varias proteinas en una prueba de diagnéstico podria permitirnos una sensibilidad v
especificidad mayor a la obtenida con ¢l LPS.?" ™ ® E| ELISA parece ser una mejor opeion como prucha
confirmatoria que la FC, ya que presenta menos variables y es mas sencilla de realizar y estandarizar.™

La técnica de ELISA nos permite determinar la presencia y concentracién de un antigeno o un
anticuerpo, mediante el uso de uno de ellos en fase sdlida y el otro en solucion, detectandose la formacion
del complejo antigeno-anticuerpo mediante un marcador enzimatico. Esta técnica tiene la caracteristica de
presentar una alta sensibitidad, alta especificidad, rapidez v economia, comparable en estos aspectos a las
técnicas: Inmunofluorescencia, Inmunoclectroforesis y Radioinmunoensayo.* **

Este trabajo pretende desarrollar mediante una combinacién de proteinas de la membrana externa de B.
melitensis, un inmuncensayo enzimético indirecto (ELISA-T) como prueba diagnéstica alternativa en el

diagnéstico de brucelosis caprina.



HIPOTESIS
La respuesta inmune humoral en caprinos contra B. melitensis. nos permitira diagnosticar brucelosis a

través de la técnica de ELISA indirecto, utilizande como antigeno de captura proteinas de la membrana

externa.

OBJETIVO GENERAL
Desarrollar y estandarizar un inmunoensayo enzimatico indirecto, con proteinas de la membrana externa de

B. melitensis (pmeELISA), como prueba para ¢l diagnéstico de 1a brucelosis caprina,

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Obtener proteinas de la membrana externa de B. melitensis

2.- Determinar ¢l perfil electroforético € inmunolégico de las proteinas de membrana extema de B.

melitensis obienidas.

3.-Estandarizar una técnica de ELIS A-indirecto, para el diagnéstico de brucelosis caprina



MATERIAL Y METODOS

Sueros. Se utilizaron 30 sueros de animales positivos al aislamiento bacteriolégico y 30 sueros de animales
negativos a Brucella por las pruebas scrolégicas convencionales (RB y FC) provenientes de zona endémica
y 28 sueros de animales vacunados proporcionados por el Departamento de Microbiologia ¢ Inmunologia de
la FMVZ. UNAM (cuadro 1). Todos sueros de los animales vacunados fueron colectados a los 30 dias
posteriores a la aplicacion de Ja vacuna.

Cuadro 1: Sueros de animales vacunados utilizados en el pmeELISA

NUMERO TIPO DE VACUNA DOSIS Y ViA
7 B. melitensis Revl Reducida 1x10° UFC, subcutanea
9 B. abortus RB 51 2.5 x 10° UFC. subcutinea
6 B. melitensis Revl Completa 1x10° UFC, conjuntival
6 B abortus §2308: TnS 2.8 x 10° UFC subcutinea

Realizacién de la Prueba Rosa de Bengala. A los sucros utilizados en este estudio s¢ les aplico la prucba
Rosa de Bengala' como lo especifica la Norma Oficial Mexicana (NOM-EM-011-Z00-1994).

Cultivo de bacterias. Se utilizé una cepa de B. melitensis biotipo 1 aislada de un brote de campo en
Torreén, Coahuila, obtenida del cepario del Departamento de Microbiologia e Inmunclogia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia. UNAM. Esta fue sembrada en agar Brucella" v se incubd a 37°C
durante 48 hrs, para obtener las bacterias de las cuales se preparé el antigeno.

Obtencién de preparaciones de proteinas de la membrana externa. Los cultivos de B. melitensis fucron
recolectados en 25 m! de una solucion amoertiguadora de fosfatos (1.9 mM NaH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4,
154 mM NaCl) v centrifugados a 5000 x g por !5 min. recuperando ¢! paquete cclular y desechando el
sobrenadante, esta operacion fue repetida dos ;scasionw. El paguete celular obtenido después de la ultima
centrifugacion fue suspendido en 10 ml de una solucién con inhibidores de proteasas (SIPY300 mM NaCl,
50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 1 mM PMSF™, 0.1 mM TLCK™) v se inactiva a 65°C durante 60 min. en baiio
maria. Después de la inactivacién se centrifugd nuevamente a 5000 x g. recuperando el paquete celular. el
cual fue suspendido en 20 ml de agua bidestilada v fue sonicado’ 10 ciclos de 4.5 seg. por 9.5 seg. de
descanso a una amplitud del 80%, para después centrifugar de nuevo a 5960 x g a 4°C durante 20 min. La
pastilla fue recuperada y suspendida en 10 mi de SIP, con 2% de Triton X100" ¢ incubado a 37°C durante
una hora. Al finalizar el tiempo de incubacitn se centrifugé a 4960 x g a 4°C y se recupero el sobrenadante.
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el cual fue centrifugado a 48400 x g durante 35 min a 4°C. La pastilla obtenida fue suspendida en 10 ml de
SIP v se repitio la centrifugacion por dos ocasiones mas, finalmente, la pastilla fue suspendida en 100 pl de
SIP v se almacend a -20°C hasta su uso.

Hidrdlisis de las Proteinas de Membrana Externa de B. melitensis. Después de descongelar las
preparaciones, se tornaron 30 yl, de prPME a las que se les agrego 1.0 ml de icido tricloroacético al 5% v
s incubaron durante 10 min en hielo, Después se centrifugo a 10000 x g durante 15 min, el sobrenadante se
desecho vy la pastilla fie suspendida en |1 ml de Hidréxido de sodio 0.4 N. y mezclada perfectamente en un
agitador, sin hacer espuma. Finalmente fueron cuantificadas.

Cuantificacion de proteinas. La determinacion de la concentracion de proteina en las muestras, se realizd
conforme al método de Bradford * utilizando un lector de ELISAY" a una tongitud de onda de 595 nm de la
luz visible. Este método consiste basicamente er comparar la densidad dptica (DO) obtenida en una curva
de calibracion, preparada con albiimina sérica bovina (ASB), con la DO obtenida en la muestra problema.
este método fue ajustado para realizarse en microplacas de ELISA por lo que fue necesario estandarizar las
concentraciones utilizadas en la curva de ASB, quedando a 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5 y 25 pg/ml
de ASB, estas concentraciones fueron utilizadas como curva de calibracién. También se incluyé como
blanco solucion 0.4 NaOH, utilizada en el procedimicnto de hidrélisis de las PME. Para todos los casos el
volumen final de la dilucion fue de 100 ul. Después de realizadas las diluciones sc tomé 20 pl de cada una.
se les agregd 150 pl de reactivo de Bradford (100 mg de Azul de Coomassie, 50 ml de Etancl de 95%, 100
ml de Acido Fosforico al 85%) y se realiz su lectura inmediatamente. Las lecturas que se obtuvicron en la
curva de calibracién, fueron graficadas, y el segmento mis semejante a una linea fue ajustado a través de
minimos cuadrados, y se calculd su coeficiente de correiacién. estas lecturas ajustadas fucron graficadas
nuevamente y se utilizaron para calcular la concentracion de proteinas en la suspension de PME.

Geles de Poliacrilamida con Dodecil Sulfate de Sodio (SDS PAGE). Se utilizo un aparato Mini Protean
I1 Y™ para preparar geles de poliacrilamida. Los geles separadores fucron utilizados al £2% en 0375 M
Tris, pH 8.8 v geles concentradores fueron a 4% 0.125 M Tris, pH 6.8. Las PME fueron bervidas. previo a
su separacién electroforética. 5 min con solucién de muesira (25 mM Trs. pH 6.8.1% SDS. 1%
Betamercapto-etanol, 15% Glicerol, 0.005% Azul de Bromofenol)} La cantidad de proteina utilizada por
pozo fue 8 pg de PME. Las PME de B. melitensis fueren separadas por electroforesis a 100 volts por 60-

120 min y los geles fueron tefiidos con plata o azul de Coomasie.
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Inmunoelectrotransferencia tipo Western Blot (WB). El anilisis inmunoelectroforético se reatizd
conforme al protocolo descrito por Towbin®’ utilizando geles de poliacrilamida al 12.5% y membranas de
nitrocelulosa para la transferencia de proteinas™, con una solucién de transferencia (25 mM de Tris. 192
mM Glicina, 20% */, Alcohol Metilico). La electrotransferencia se Hevé cabo a 100 volts durante una hora
en un aparato Mini Trans-blot®. Las membranas fueren bloqueadas con leche descremada al 1% durante 43
min. Estas membranas fueron cortadas en tiras de 0.5 cm de grosor y fueron enfrentadas a los sueros a una
dilucién 1/350 y 1/500. El conjugado™ se utilizd a una dilucién 1:3000. La solucién de revelado que se
utilizo fue el d-cloro-nafiol’™ y perdxido de hidrogeno (20 m! de Etanol, 60 mg de 4-Chloro-Naphtol, 100
pl de H;O,, 100 m! TBS).

Unién del antigeno a la fase sotida. Se utilizaron microplacas de poliestireno de 96 pocillos de fondo
plano, para lectura colorimétrica . Las PME. fueron diluidas, utilizando como diluente PBS pH 7.2 para
ajustar concentraciones finales de proteinas (antigeno) de 1,2, 3,4y 5 pg/mi. Se probaron dos formas de
utilizar el antigeno, en la primera al antigeno no se le dio tratamiento atguno, quedando de forma nativa, en
el segundo caso el antigeno fue sometido a un tratamiento de desnaturalizacion parcial previo a su fijacion
en la microplacas, Para obtener menor variacién la periferia de la placa no fue utilizada. Se colocd 100 ul
de cada solucién de antigeno por pozo y se tapo la microptaca con plastico autoadherible dejandose incubar
a temperatura ambiente toda la noche, Al dia siguients la placa se lavé tres veces con 250 pl/pozo de PBS-
Tween™" (10 mM PBS. pH 7.2, 0.05% de Tween 20). Para bloquear la placa s¢ agregd 100 pl de una
solucién de ASB*Y al 1% y se incubé a temperatura ambiente por dos horas y después se lavo tres veces
con PBS-Tween. En algunas de las placas, la solucion con antigeno no fue retirada, se cubrié con plastico
autcadherible v se guardo a 4°C hasta su ut.ili.ucién, para ser utilizadas el procedimiento de bioqueo fue
aplicado.

Tratamiento de desnaturalizacion parcial del antigeno previo a su fijacidn en las placas. Una alicuota
de PME 50 pl, se le adicioné 1pi Betamercapto-etanol, 10 pl SDS al 10% y 39 pl SIP enseguida fue
calentada por 5 min en bafio maria a 96°C* y después s¢ realizaron las diluciones correspondientes con

PBS 7.2 y se fijaron en las placas.
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Titulacidn del suero y antigene. Las placas fijadas a 1. 2. 3. 4. v 5 pg/m! de antigeno fueron probadas con
4 sueros positivos v negativos v se selecciond la concentracion en la cual existia una diferencia mayor en las
DO entre positivos v negativos. a partir de esta seleccion 10 sueros. seleccionados al azar, fueron dituidos
comenzando con una dilucion 1/50 hasta 1/31250 y se reahizo la prueba haciendo lecturas a los 15.25.35 v
45 min, utilizando estos resultados se realizaron graficas y se calculo su cociente. Con estos datos sc
selecciono la dilucion de suero en la cual existia una diferencia mayor entre las OD y se volvio a realizar la
prueba con todos los sueros para poder determinar ¢l punto de corte, realizando lecturas a los 15, 25 v 35
min. Con estos Oltimos resultados se estandarizé ¢f pmeELISA.

Titulacién del conjugado. En placas de ELISA con 2, 4, 5 ug/ml de antigeno se utilizé diluciones de
1:1000, 1:1500 v 1;3000 de anti-IgG de cabra®"" diluida en PBS, con diluciones de suero 1/50 hasta
1/6230, previo a la realizacion de la prueba con el fin de determinar la concentracion optima de conjugado.
Realizacion de la Técnica de ELISA. Se colocé 100 pl det suero problema a la dilucion encontrada como
optima, s¢ cubrio la placa e incubd a 37°C por 1 hora. La placa se lavo por tres ciclos con 250 ul de PBS-
Tween, en un tavador de microplacas™™. El conjugado se utilizo 2 Ia dilucién 1/3000 y se coloco 100 wl
por pozo (todos los pozos). La placa se cubri6 ¢ incubé a 37°C por 1 hora, durante este iempo se preparo
el sustrato con 5 pl de Hy0;"" en 120 ul de HO0 y  5.48 g de cromogeno (Acide 2,2’-azino-bis-3-
cthylbenzthiazoline-6-sulfonic -ABTS-") en 50 m! de solucién de citrato (0.2M Fosfato de Sodio, 0.1M
Acido Citrico). Se mezclo 50 mi de la solucion de cromégene y 19w de ta solucién de sustrato, esta
solucion se uso inmediatamente después de prepararse. Las placas se lavarcn por tres ciclos con 250 pl de
PBS-Tween, en un lavador de microptacas™™. Se adicioné [60 pl de fa solucion sustrato-cromégeno en cada
pozo de la placa con una micropipeta multicanal, se incubé a temperatura ambiente por 15, 25 v 35 min
determinandose la DO con un lector de microplacas™. a una longitud de onda de 4035 nm, en cada tiempe.
Por cada suero se realizd su duplicado en la misma placa y cada placa conté con su control negativo.
positivo y blanco. Este procedimiento se realizé con todoes los sueros dos veces.

Anilisis de resultados. Las lecturas de DO obtenidas en el pmeELISA para cada una de las diluciones de
suero; concentracion v tipo de antigeno v dilucion de conjugado se graficaron tomando en cuenta su media v
desviacion estandar. De aqui se eligio la dilucién optima de suero, de antigeno y conjugado, tomando como
criterio de seleccion la mayor separacién cntre los valores de DO de sueros de animales positivos v

negativos. A partir de esta dilucion optima se trabajo ¢l pmeELISA con los sueros del estudio. El punto de

*1 pierce
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corte la prueba asi como su especificidad y sensibilidad fucron calculados a partir de los resultados
obtenidos. Los resultados en el pmeELISA fueron analizados utilizando el estadistico U Mamm Whitney,
comparando los resultados de positivos y negativos.”

Los resultados observados en €]l WB se utilizaron para determinar hacia cuales antigenos se dinige la
respuesta inmune humoral especifica en animales positivos y a cuales reaccionan de marnera inespecifica los

animales negativos, ya que ef ELISA solo lo permite evaluar una reaccién con el antigenc en forma global.



RESULTADOS

Resultados en la prueba RB. En ¢l cuadro 2 se muestra la especificidad obtenida con tos diferentes grupos

de sueros y el cuadro 5 muestra los resultados obtenidos por cada suero en el pmeELISA. Al realizar la

prucba RB, con los diferentes grupos de sueros (positivos. negativos y vacunados) se obtuvieren diferentes

resultados, que pueden observarse en el cuadro 1, asi cuando vemos 100% de especificidad en RB. en los

animales positivos quiere decir que los 31 sueros positivos aglutinaron, lo que s¢ interpreta como una

reaccion positiva, para el caso del 11.12% de los 45 sueros negativos, se refiere al hecho de que 5 sueros

mostraron una aghitinacion leve. En ¢! caso de los animales vacunados tenemos que de los 7 vacunados con

B melitensis Rev] dosis reducida 3 aglutinaron, de los 9 vacunados con RB31 sélo | aglutin, de los 6

vacunados con B. melitensis Rev 1 dosis completa 2 aglutinaron y de los 6 vacunados con B. abortus

$2308::Ta5 ninguno aglutind.

Cuadro 2: muestra la especificidad en porcentaje obienida en los diferentes grupos al aplicar la prueba

Rosa de Bengala y ¢l pmeELISA
Grupo de animales | Rosa de bengala pmeELISA
Lectura a 15 min lectura a 25 min
Positivos 00 100 100
Negativos 8888 100 100
Vacunados

B mefiereds Revl DR 57.14 71.0 57.0
R abortus RB 51 $8.38 770 71.0
B mefitmsisRevl D.C. 66.6 33.0 100
R abarts S2308::TnS5 100 83.0 83.0




Separacién electroforética de las proteinas de membrana externa ‘de B. melitensis. Al realizar el

corritmiento electroforético de las PME se observaron 53 bandas de proteinas, las cuales han sido

divididas en 20 grupos de bandas (Figura 1). Las proteinas contenidas dentro del grupo 6, § y 12 fueron

bandas mas evidentes en comparaci6n con otras

Los 20 grupos o bandas encontrados fueron:

Banda 1
Banda 2
Banda 3
Banda 4
Banda 5
Grupo 6
Grupo 7
Grupo 8

Banda 9

Banda 10
Banda 11
Banda 12

Banda 13
Banda 14
Banda 15
Banda 16
Banda 17
Banda 18
Banda 19
Banda 20

peso molecular aprox.
mayor a 97.4
mayor a 97.4
mayor a 97.4
85kDa

69 kDa

de 58 a 66 kDa
de 54 a 57 kDa
ded45a51kDa
a) 49kDa

b} 47 kDa

¢) 46 kDa

de 43 kDa

de 41 kDa

de 39 a 36 kDa
de 35227 kDa
a) 35a31 kDa
b) 30a27kDa
26 kDa

25 kDa

23 kDa

22 kDa

21

18 a 20 kDa

16 kDa
compuesta de 2 bandas menores a 14.4 kDa

Maracador de
peso kDa

974

31

14.4

Figura 1: Perfil electroforetico de las PME

Cuantificacién de proteinas. La concentracién de proteina en las PME para ambos casos fue de 1.3

mg/mi,
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Inmunoelectrotransferencia tipo Western Blot. Al realizar el WB se observaron diferentes bandas. que
variaron segan los grupos de animales, el cuadro 3 muestra el perfil de bandas. Caracteristicamente en
todos los animales positivos se aprecid una zona oscura que va de los 25 a los 80 kDa. la cual pucde
corresponder a una reaccion contra LPS liso, esta misma zona no aparecio en los animales vacunados con
las cepas rugosas. Asi mismo se observaron algunas bandas que aparecen en mayor proporcion en los
animales positivos, que en los negativos. estas bandas tuvicron un peso molecular aproximado de 90-95, 76.
67-70 y 60 kDa.

En las bandas mayores a 104 kDa s¢ encontrd nna banda doble, la cual aparecié en el 100% de los
positivos y 33% de los negativos. En las bandas menores de 19.4 se observé una en 30% de los positivos ¥
20% de los negativos.

Cuadro 3:

Porcentaje de frecuencia de cada una de las bandas vistas en el WB con los diferentss grupos de sueros

badskDa' [90-95| 76 |67-T0| 60 |S53-56| 48 |40-43| 35 30 |23-25|16-19

Grupode anim,

POSITIVOS bl 93 90 90 20 69 87.5 20 18.3 | 57.1 | 26.5
NEGATIVOS | 83 | 284 [ 148 |' 35 8.3 8.3 33 0 0 26 0

YACUNADOS
B meliiereds 60 100 BO 80 40 0 00 | 26 20 0 4]
ReviDR,
B dorssRBS1| 30 100 80 100 80 0 100 20 20 0 40
B melilends 20 40 0 1] 20 1] 43 100 20 0 L}
Revl DLC
B abortses 4] 20 20 40 20 1] 100 | 100 0 0 30
SIXR: T

Estandarizacién de 1a Técnica de ELISA. En la primer etapa de estandarizacion, donde se evalud al
antigeno, los resultados mostraron que el antigeno desnaturalizado es mejor en la diferenciacion de animales
positivos v negativos, de igual forma se aprecio que las concentraciones optimas de antigeno estaban entre
1, 2 vy 3 pg/ml, por lo que se prepararcn placas de ELISA con antigeno desnaturalizado a las
concentraciones antes mencionadas v se probaron con un grupo de 5 sucros de animales positivos v 5 de
negativos, este experimento mostro que la concentracion de 2 pg/ml fue la optima. a diluciones de sucro de
1/1250 v 1/6250. Para definir la difucion mas adecuada se realizd e pmeELISA con 2pg de antigeno
desnaturalizado utilizando todos los sueros. en ambas diluciones, este ensavo fue repetido dos veces para
poder establecer la variabilidad de una placa a otra. De igual forma cada dilucién conté con su duplicado en
la misma placa. Los resultados de este ensavo indicaron que la dilucién de suero /1250 fue la mas
indicada.
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Los resuttados en la estandarizacion de! conjugado mostraron que la dilucién 1/3000 de anti 1gG
caprina, permitia una diferencia mayor entre positivos v negativos.

El pmeELISA quedo estandarizado con una concentracion de 2pg/ml de antigeno desnaturalizado, con
una dilucién de suero 1/1250 {figura 3). con un tiempo de lectura de 15 y 25 min. Para establecer ¢l punto
de corte se tomo como base la desviacion estandar encontrada en cada grupo, tomando dos desviaciones a
partir de la media, asi el punto de corte quedo establecido para la lectura a los 15 min Ass= 04346 y A=
0.6108 para la lectura a los 25 min (Figura 2 y 4). Con estas constantes ¢l ensayo tuvo una sensibilidad ¥
especificidad det 100%, entre animales positivos y negativos en ambos tiempos de lectura (cuadre 4).

lectura a los 15 min. 0.4346

lectura a los 25 min. 0.6108
punto de corte

negativos

pOSItivos

" .
T desviacién s. desviacion s. m?dla

D.O.

0.4855 0.4346

Figura 2: muestra el punto de corte en el pmeELISA en ambos casos se tomo el valor mas bajo para
establecer el punto de corte con el fin de obtener una sensibilidad mayor.

Para el caso de los animales vacunados se obtuvo una especificidad de: 83% para los animales
vacunados con B, melitensis Revl dosis comp']eta, cuando Ja lectura se realizo a los 15 min y del 100%
cuando se realizo a los 25 min de igual forma la especificidad en los animales vacunados con B. melitensis
Rev 1 dosis reducida fue det 71% a los 15 min y de 57% a los 25 min. para el grupo vacunado con B.
abortus RB51 fue de 77% en ambos tiempos v 83% para el grupo vacunado con B. abortus 52308:Tn5
también cn ambos tiempos de lectura (figura 5). La sensibilidad y especificidad fucron calculadas utilizando
la formula de Rielgeman (cuadro a®
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ENFERMOS SANOS
POSITIVOS 32 /)
NEGATIVOS 0 43
TOTAL 32 43

SENSIBILIDAD = 32 /32 = 100%
ESPECIFICIDAD = 43,43 = 100%

Cuadro 4: muestra ¢l niimero de animales sanos y enfermos diagnosticados a través del pmeELISA
forma en que se calculd la sensibilidad v especificidad de la pmeELISA a los 15 ¥ 25 min

Prueba de U de Mann Whitney, La Z calculada con una p= 0.0} a= 0.9920, demostrd para cada caso una
distribucion de frecuencias relativas diferentes en las dos poblaciones comparadas. lo que indica que una
esta desplazada hacia la derecha de la otra es decir, la media de los negativos abarca un mtervalo diferente

al de los positivos .
Poblaciones comparadas

Positivos-Negativos

Z calculado
15 min

-.2.89

2
(3]



a8

lecturas de DO o5

[ ]

o2

185097

SATH

305891 I re5m

log. de Ja dilucién

4 43483

Figura 3: Muestra los valores obtenidos con un grupo de sueros positivos v negativos. la dilucién 1/1250
expresada como logaritmo (3.09691), es donde se obtiene una diferencia mayor entre positivos v negativos
(flecha ). la placa fuc fijada a 2pg/ml de antigeno desnaturalizado v ta lectura se realizé a los 15 minutos.
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Frecuencia
{No. de sueros)

Valores de DO

- &8 o % o
3 T &3 9
(=] o [« pul

0.43-05
0.506
0.60.7
0708
0.8-0.9
09190

18

|
16 1
14
12

o101
Frecuencia
(No. de sueros) 8

&+

7} VI TR

§ oo 4l -

4

s Lﬂ" i

Valores de DO

001
0102
02-0.3
0304
0.4-05
0.5-05 ¥
0607
0.7-0.8
0.8-08
0.8-1.0
1.0-11
1.11.2

Figura 4: Muestra las frecuencias de DO obtenidas en los sueros de animales positivos y negativos, con
lecturas a los 15 minutos (arriba) y 25 minutos (abajo), 1a flecha indica ¢l punto de corte de la prucba,
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POSITEVOS
AL
) o
~_ .
) ' .

Valoresde =] .
absorbancia .
n

&

!
T T Y
ate v oee &

#

se0 senasnn
. T

NEGATIVOS

Grupos de sueros

Figura 5: Muestra los diferentes valores de densidad éptica obtenidos en el pmeELISA, con los diferentes
grupos de sueros, la linea indica el punto de corte del ensayo (A405=0.6108).
1= Animales vacunados con B. melitensis Rev1 dosis reducida via subcutinea
2~ Animales vacunados con B. abortus RB51
3= Animales vacunados con B. melitensis Rev] dosis completa via conjuntival
4= Animales vacunados con B. abortus 82308::Tn5
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Cuadro 5: Valores obtenidos en el pmeELISA, con 2pg/mi de antigeno desnaturalizado fijado en las
placas, con una dilucién 1/1250, se muestra también los resultados obtenidos en la prueba Rosa de

Bengala (antigeno BIVE).
Resultados con los
Tipo / Numero 15m 25m R.B. diferentes punto de
del suero corte
POSITIVO 0.4346 0.6108

100 0.8287 1.56 + + +
10] 0.8117 1.0305 + + +
102 (0.519 0.7467 + + +
103 0.6437 0.9305 + + +
104 0.662 0.9377 -+ + +
105 0.84 1.0285 + + +
106 0.824 1.0895 + + +
107 0.6472 0.886 + + +
108 0.8247 1.0837 + + +
109 0.88 1.0437 + + +
110 0.8367 1.0075 + + +
111 0.819 1.0057 + + +
112 0.8167 1.0855 + + +
113 0.4417 0.6495 + + +
114 (.8242 1.0927 + + +
115 0.7385 0.8995 + + +
116 0.76 0.9465 + + +
117 0.8632 1.0577 + + +
118 0.85 0.9982 + + +
119 0.743 0.9577 + + +
120 0.5692 0.8075 + + +
121 0.5135 0.726 + + +
122 0.8127 1.0185 + + +
123 0.4657 0.6925 + + +
124 0.8057 1.0095 + + +
125 0.747 0.98 + + +
126 0.7702 0.934 + + +
127 0.764 0.9362 + + +
128 0.5715 0.7767 + + +
129 0.885 1.0185 + + +
130 0.8582 1.0175 + + +
131 0.7902 0.9405 + + +




NEGATIVOS

1 0.2327 0.3747
2 0.361 0.5147
3 04267 0.5985
4 0.2097 0.3477
5 0.2647 0.4552
6 0.2375 0.412
7 0.3282 0.5572
8 0.3532 0.5655
9 0.2847 0.4687
10 0.3365 0.4807
1 0.2775 0.3905
i2 0.2797 0.404
13 0.3982 0.581
14 0.2795 0.4267
15 0.286 0.4422
16 0.3917 0.557
17 0.3182 0.4137
18 0.302 0.464
19 0.1997 0.3355
20 0.2697 0.4487
21 0.2457 0.3965
23 0.3205 0.4842
24 0.115 0.1622
25 0.3062 0.4087
26 0.2635 0.3302
27 0.4132 0.513
28 0.287 0.4
29 0.4232 0.5252
30 0.348 0.4592
31 0.3202 0.4547
32 0.2385 0.3282
33 0.2727 0.3672
35 0.171 0.2225
36 0.2652 0.3492
37 0.231 0.3245
38 0.2865 0.3797
39 0.2007 0.2637
40 0.3567 0.4802
41 0.2965 0.393
42 0.3542 0.4572
43 0.281 0.3815
44 0.3205 0.427
45 0.4075 0.529
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VACUNADOS

B. melitensis, dosis completa

88 0.4562 0.61 + -
89 0.2055 (.2972 - -
90 0.3657 0.558 - -
91 0.2625 0.3882 - -
92 0.3322 0.5097 - -
93 0.3192 0.5122 - -
B. melitensis, dosis reducida
72 (.3482 (1.529 - -
73 0.4847 0.7277 + +
74 0.3267 0.54 - -
75 0.2597 0.388 - -
76 (.4495 0.665 + +
77 0.3557 0.5687 - -
78 0.5357 0.7462 + +
B. aborius RB51
79 0.3295 0.475 - -
80 0.5172 0.7607 + +
81 0.3012 0.5035 - -
82 0.3852 0.5477 - -
83 0.3877 0.5287 - -
84 0.3562 0.5415 - -
85 0.42 0.5962 - -
86 0.4345 (.6605 - +
87 0.2595 0.3925 - -
B. abortus $2308::TnS
94 0.2442 0.4477 - -
95 0.5912 0.851 + +
96 0.256 0.3722 - -
97 0.2827 0.4665 - -
98 0.344 0.5407 - -
99 0.242 0.377 - -
+= positivo
- = negativo

? = sospechoso
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DISCUSION

Con los resultados obtenidos en el ELISA con PME (pmeELISA). se pudo establecer que la sensibilidad
vy especificidad de la prueba es del 100%, es decir de los 30 sueros positivos evaluados todos dieron lecturas
por arriba del punto de corte v de los 43 sueros negativos ninguno dio lecturas por arriba del punto de corte
establecido.

De acuerdo a Malvano citado por Kurstak,* ef punto de corte se establecio utilizando dos desviaciones
estandar por arriba de la media de los negativos v por abajo de la media de los positives. Halbert citado por
Kurstak* propuso que un buen punte de corte. es con una media 0.15 - 0.20 v con un punto de corte de 2 a
3 veces esta medida. El punto de corte del pmeELISA de este estudio quedo establecido en Ay= 0.4346 ¥
0.6108, lo que coincide con la sugerencia de Halbert y Malvano.

La sensibilidad y especificidad obmnid6 en el pmeELISA son altas, aun comparadas con las obtenidas
en otros ensayos en los que se utilizd como antigeno de captura ¢l LPS liso. Blasco y Marin'* reportaron
una sensibilidad del 100% utilizando anti IgG caprina marcada con peroxidasa, Delgado y colaboradores™
reportaron una sensibilidad v especificidad del 94.7% y 90.4% respectivamente, utilizando el mismo
conjugado. Diaz* utilizando proteina G marcada con peroxidasa encontré una sensibilidad del 98.2% y una
especificidad del 100%. Por otra parte reporté una sensibilidad del 96% y una especificidad del 98% para
proteinas citoplasmaticas, lo que nos sugiere que las proteinas son buenos antigenos para el diagnéstico,
aunque es necesario aclarar en esle punto que estas proteinas son citoplasmaticas diferentes a las utilizadas
en ef pmeELISA. Se ha demostrado a través de varios estudios la produccién de anticuerpos dingidos
contra las PME, en animales infectados y vacunados, en dichos estudios se mostro que varias de estas
proteinas estin expuestas en la superficie de la bacteria, participando en el desarrollo de la respuesta
inmune contra ta bacteria, " % como lo sugiere ¢l hecho de la alta capacidad protectora de vacunas con
cepas Tugosas en donde una parte de la respuesta inmune va dirigida hacia esias proteinas, ¥ por otra parte,
{a baja capacidad del LPS para estimular ¢! sistema inmune (se requiere 10 veces mas LPS de Brucella en
comparacién con Salmonelia, para inducir la activacion del complemento v la liberacién de interferon).

La sensibilidad vy especificidad en ¢! pmeELISA, estin influenciadas por el método de extraccion de las
PME. Moriyén y Berman® trabajando varios métodos de extraccion PME para enterobacterias al aplicarlas
a Brucella demostraron que la membrana externa de ésta es diferente en su estabilidad al ser enfrentada a
cationes bivalentes v en su susceptibilidad a 1a accion de los detergentes, asi por ejemplo cuando se utiliza
EDTA en conjunto con Triton x 100 se aumenta la liberacion de LPS en E. coli.noasi en Brucella donde la
liberacion de LPS utilizando Triton x100 con o sin EDTA. es la misma. 40% al 60%. de acuerdo a esto

podemos inferir que la cantidad de LPS contenida en el antigeno de la pmeELISA es de aproximadamente el
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50%. es decir que a parte de los 2ug/ml fijados en la placa, 1ug/ml extra podria ser LPS. para conocer la
cantidad exacta de LPS es necesario realizar su cuantificacion. De cualquier forma el conocer la
concentracion del LPS en el antigeno utilizado en ¢l pmeELISA no necesariamente indicaria que esta sea la
molécula dominante en ¢l diagnostico, pues no se descarta ¢l papel de las proteinas ¢ incluso una
combinacion de proteina-LPS, por lo que se requieren mas estudios para aclarar este punto.

La cantidad y tipo de antigeno fijados a la placa influyeron en la sensibilidad y especificidad, de tal
forma que a concentraciones altas (Sug/ml), la difcrencia entre los sueros de animales positivos v negativos,
expresada como cociente era minimo. de igual forma cuando se utilizo una concentracion baja (lug/ml). 1a
diferencia fue menor, en comparacion con los 2ug/ml utilizados en ¢l pmeELISA. El tratamiento de
desnaturalizacién al que fue sometido e} antigeno, previo a su fijacion en las placas, permitié una diferencia
mayor entre los sueros evaluados, este resultado puede ser explicado de dos formas: 1) en general las
proteinas tienen la mayor parte de sus regiones hidrofilicas orientadas hacia afuera, mientras que los
residuos mis hidrofobicos estin orientados hacia adentro, la parcial desnaturalizacién de las proteinas
expone sus regiones hidrofdbicas y permite una union mas firme del antigeno a la placa® y 2) cuando una
proteina es parcialmente desnaturalizada, " puede exponer algunos epitopos contenidos en las PME.
probablemente como efecto de |2 desagregacion de las regiones hidrofobicas, lo que permite una exposicion
mas abierta o amplia de epitopos, incrementando los sitios de reconocimiento de los anticuerpos.®

Datos preliminares indican que el pmeELISA fue capaz de distinguir los animales vacunados con 5.
melitensis Rev | Dosis Completa via conjuntival. de los infectados, con una especificidad v sensibilidad del
100%. Esta sensibilidad es muy alta y podria deberse al hecho de que los sueros fueron tomados a los 30
dias de aplicacion de la vacuna. Micusan® trabajando con cabras mostro que es hasta los 21 dias cuando s¢
presenta ¢l pico de produccion de inmunoglobulinas v Iuego decrece. También puede deberse a la via de
apticaciom de la vacuma, Zygmunt® esmdiando !a respuesta inmune en ovejas encontro que la via
conjuntival elimina mas ripido a la bacteria y su persistencia es necesaria para el desarrollo de la respuesta
inmune contra fas PME.

Contrario a lo que pudicra esperarse, los resultados mostraron que la sensibilidad del 100% en estos
animales vacunados se¢ obtuvo hasta los 25 minutos, debido a que el punto de corte a los 25 minutos
(Aas=0.6108) es mas alto gue a los 15 minutos (Aus=0.4346).

Al realizar 1a separacién de las PME mediante electroforesis. se logré observar 53 bandas de proteinas. las
cuales en estudios anteriores, ya han sido descritas.™ ™ '° asi. de acuerdo a la clasificacion utilizada para
agrupar a las PME de B, melitensis pueds decirse que la banda 4 podria agruparse dentro del grupo 1.

aunque su peso es inferior. lo cual puede deberse a la aproximacion al realizar ¢l cilculo de su peso
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molecular. Para cl case del grupo Il encontramos que las bandas 11 v i2b se¢ ubican dentro del rango
establecido. ademas esta ultima se ve mas evidente. o que coincide con el hecho de que las bandas de 31-34
kDa son mas abundantes en B. melitensis en comparacién con B. abortus.™ ™ * Asimismo para ¢l grupo I11
se puede afirmar que las bandas 13 v 14 se encuentran ubicadas dentro de los parametros del grupo. De
igual forma las bandas de 16.5 v 19 kDa ya han sido reportadas anteriormente.' ***"-® Para el resto de las
bandas no existe una referencia, sin embargo esto no quiere decir gue no sean PME, lo que influye en el
nimero de proteinas obtenidas es el método de extraccion utilizado, v el tipo de detergente utilizado. por
ejemplo Moriyén v Berman™ indicaron que el Zwittergent 316 es mas efectivo para liberar PME que ¢l
Triton X100, sin embargo ¢l método utilizado en este estudic para la extraccion de PME, nos permitio
obtener una cantidad mas amplia de proteinas, aun que se utilizd Triton X100. Sowa v colaboradores™
describieron a la membrana externa de Brucelie como una “estructera compleja compuesta por o menos de
75 proteinas™.

El anilisis d¢ WB mostré varias bandas similares a las descritas por otros autores. Cloeckaert™
trabajando con sueros de bovino y PME de B. melitensis encontrd una respuesta en contra de las PME
minoritarias 89, 10, 16.5 y 19 kDa y las PME mayoritarias de 31-34, 25-27 y 36-38 kDa. Zvgmunt v
colaboradores™ trabajando con sucros de ovejas encontraron que estas desarrollaron respuesta contra las
PME 36-38, 25-27, 31-34, 70-73, 83, 94 kDa y algunas contra una PME de 19.5 kDa, también encontrd
una zona inmunoreactiva de 35-70 kDa la cual correspondia al LPS liso, este mismo autor indica que
aunque la respuesta inmune es variable, las PME de 31-34 v 60-73 fueron reconocidas por la mayoria de
tos sueros. En el WB con PME de B. melitensis de este estudio se observo respuesta mayor contra varias
proteinas (90-95, 76, 67-70, 60, 53-56, 48, 4043, 35, 30, 23-25 y 16-19 kDa), en comparacién con los
resutados obtenidos por otros autores, nosotros observamos una respuesta hacia las proteinas de 43-36
kDa ¥ no apreciamos respuesta contra las de 36-38% kDa aunque estas si estuvieron presentes como lo
muestra ¢l analisis en SDS-PAGE de las PME. La frecuencia con que se presentaron las proteinas de 60-76
kDa fue 90% aproximadamente lo que coincide con lo descrito. El analisis de estos resultados sugiere que
una combinacién de proteinas en un ELISA es un método diagnéstico util. pues, en este estudio no se
observd una sola proteina que tenga la capacidad de distinguir animales infectados v vacunados. Para el
caso de animales vacunados con cepas rugosas se observ que no aparecia la zona difusa de 33-70 kDa
correspondicnte a LPS liso.
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CONCLUSIONES

1. Las PME ha demostrado ser utiles en el diagnéstico de enfermedades. El pmeELISA demostrd ser una
buena opeién en el diagndstico, con una alta sensibilidad y especificidad, ademas de ser una prucba
facil de estandarizar y realizar, que requiere cantidades pequefias de suero y su resultado se obtiene
rapidemente (3 horas).

2. El pmeELISA puede ser utilizado como prueba tamiz, ya que pueden ser diagnosticados 45 sueros por
placa (cada uno con su duplicado) y puede ser interpretada facilmente, sin que interfiera la
experiencia del operador, como sucede en las pruebas de aglutinacidn.

3. Resultados preliminares obtenidos en este trabajo indican que animales vacunados con B. melirensis
Rev 1 D.C. via conjuntival, sangrados a los 30 dias pueden ser diferenciados, aunque sc requiere

mayar investigacién al respecto.
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