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RESUMEN

L.a cadena O del lipopolisacarido (LPS) desempefia un papel central en el
diagnostico  serologico de la brucelosis, debido a que es un antigeno
inmunadominante capaz de inducir una respuesta de anticuerpos en la mayoria de
animales expuestos a brucelas lisas. Las pruebas serolégicas para la brucelosis
se basan en la deteccion de anticuerpos dingidos hacia la cadena O Desde hace
varios anos se han evaluado vacunas mutantes de Brucelia abortus que carecen de
la cadena O. por lo que los anticuerpos inducidos por estas no son detectados por
pruebas de diagnostico rutinario, como son la prueba de taneta, nvanol y fijacion
del complemento Los objetivos del presente trabajo fueron: El evaluar la
respuesta inmune en becerras vacunadas con la cepa rugosa RB51 de B. aborius,
mediante las pruebas serologicas rutinarias; determinar la presencia de
anticuerpos contra ta cepa vacunal mediante la prueba de aglutinacion lenta en
tubo con antigeno rugose y evaluar la respuesta inmune ceiular de las becerras
vacunadas mediante la prueba de intradermorreaccién Se trabajd con 45
becerras de tres a seis meses de edad seronegativas a brucelosis, provenientes
de Tizayuca Hidalgo, México. Las becerras permanecieron alojadas en la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitian. Se vacunaron 35 becerras por via subcutanea
con dosis 1x10" UFC/mi y diez becerras fueron el grupo testigo negativo Se
realizaron muestreos sercldgicos periddicos durante 405 dias posvacunacion, para
realizar pruebas para detectar anticuerpos contra brucelas lisas y $¢ realizd la
prueba de aglutinacién lenta en tubo con antigeno rugoso A los 405 dias
posvacunacion se realizd la prueba de intradermorreaccién con el “brucellergenc”
Los resultados de las pruebas serologicas para brucelas lisas en los animales
vacunados, fueron 100% negativos del dia 0 al120, el dia 150 se encontré el 2.8%
de positivos. el dia 180 el 5 7% vy de los dias 210 al 405 el 8.5% de positivos De
los sueros que fueron positivos a tarjeta, se les realizaron pruebas
complementarias en donde se obtuvieron resultados negativos. En la prueba de
aglutinacién lenta en tubo los resultados fueron negativos en su totalidad Ef 91%
dio reaccion positiva al "brucellergeno”. Se concluye que ia respuesta seroldgica
inducida por la vacunacidn con RBS51, no interfiere con las pruebas que utilizan
anligenos de cepas hsas. La seroconversion cbservada en algunos de los
armmales, pueden deberse a una infeccion de campo 0 a Una reaccion cruzada La

respuesta at "brucellergens" sugiere una buena respuesta de mmunidad celular



INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de origen bacterianc
que afecta a los animales mamiferos domésticos y silvestres, es una de las
zoonosts difundida ampliamente en el mundo *** Produce pérdidas econémicas
cuantiosas para el sector pecuano, siendo estos efectos particularmente
apreciables en los paises en vias de desarrollo debido a que afecta &
reproduccion y la productividad en los animales ®*. Es una causa importante de
fracaso reproductivo en los animales domésticos, ya que ocasiona aborto e
irfertihdad. disminuye la produccién lactea e interfiere con los programas
genéticos '** A esta enfermedad en ef humano se e conoce como: "Fiebre del
mediterranes’, “Fiebre de malta”, "Septicemia de Bruce” y “Fiebre ondulante”; y en
los animales se le conoce como: “Enfermedad de Bang®, "Aborto contagioso” y

Aborto infeccioso™'®

HISTORIA

En 1886. Bruce aisld por primera vez al microorganismo causal y 1o nombro
Merococus melitensis. Bang en 1897, describe el agente que produce el aborio en
el ganado de Dinamarca. Evans en 1918 demostrd la similitud entre |a bacteria de
Bang y M. meluensis La tercera especie de la brucelosis fue aislada por Traum en
1914 y Huddieson en 1929 ltamé al organismo Brucella surs. Buddle en 1956

reportd Brucella ovis y en 1957 Lackman aislé Brucella nectomae de una rata del



desterto: Carmichael y Bruner 1968 fueron los primeros en reconocer infecciones
en perros causadas por Bruceila cams "%,

Se tienen antecedentes de que el primer diagnostico de brucelosts humana
fue en 1805 En 1923 se aisld por primera vez Brucelln melitensis. Para 1945 en
Mexico se tenia un registro de 1432 casos de brucelosis humana en 21 de las 32
entidades federativas.

Debido al impacto gue tiene la enfermedad sobre la poblacion humana, en
Mexico se llevo a cabo una encuesta serolégica, para determinar la prevalencia de
ia brucelosis bovina en 1852. En 1970 se puso en marcha un programa
permanente, que tomd caracter oficial en 1981 estableciéndose la Campaha
Naciona! contra la Brucelosis en los animales En septiembre de 1993, se forma la
Comisiéon Nacional para la Erradicacion de la Tuberculosis y Brucelosis
(CONETEB). que da lugar a la campafia contra la brucelosis, que planificada en
varias etapas propone como estrategia hacer mas efectiva y expedita la
conslatacion de hatos libres. Pero es hasta 1996 que se publica la Norma Oficial

Mexicana (NOM) para regularia ',

CARACTERISTICAS DEL AGENTE

Los organismos del género Brucella son cocobacilos, con un tamafio de 0.6
a 1.5 um de iargo por 0.5 a 0.7 um de ancho Por 1o general aparecen aislados o
en pares, pero a veces se ven en cadenas cortas o en grupos, son gram

negativas, no tienen capsula, son inmoviles Es un patogeno intracelular facultativo



ya que se multiplica en los fagocitos del sistema inmune. Se tifien de rojo con el
método de Macchiaveilo y con el método de Ziehl Neelsen modificado. El género
Brucella no se desarrolla en medios de cultivo que contengan solamente peptonas;
se requiere triptosa o tripteina y algunas veces suplementos tales como infusion
de higado. suero de bovino o hidrolizado de levadura %,

Las brucelas pueden permanecer viables en fa orina, leche, agua y en tierra
humeda hasta por cuatro meses. Resisten la congelacién (hasta -70° C con una
sustancia de soporte) y descongeiacién pero son destruidas por las temperaturas
de pasteurizacion y calentamiento a 60° C durante 10 minutos, por desinfectantes
como el fenol, formol y cloro /n vitro puede variar su sensibilidad a los antibidticos,
pero generalmente la afectan la estreptomicina, eritromicina y tetraciclinas .

Existen seis especies de Brucella asociadas a sus reservorios naturales:
Brucella abortus en bovinos, B. suis an cerdos, B. melifensis en caprinos, B. ovis en
ovinos, B. cams en perros, B. neotomae en rata del desierto, y también se ha
encontrado B. maris en mamiferos marinos. Sin embargo se sabe gue nc son

especificos de estas especies y que otras especies se pueden contagiar si llegan

a estar en contacto con tejidos o material contaminado de animales infectados

£ A7
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CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LAS BRUCELAS

Las bacterias del genero Brucella poseen una envoltura celular compleja
formada por una membrana citoplasmatica. una membrana externa y un espacio

periplasmatico intermedio La membrana externa esta en contacto con el medio y

-
b



contiene distribuidos asimétnicamente fosfolipidos, proteinas vy un lipopolisacando
(LPS) -

El LPS es el antigeno inmunodominante de la superficie de las brucelas
lisas consta de un lipido A, insertade en la membrana externa y no expuesto a la
superficie, y otra regién polisacaridica dirigida hacia el exterior. Se acostumbra
dividir a ta pare polisacaridica en dos secciones: el nucleo, mas interno vy la
cadena "O". Existen mutantes rugosos (R), de B. aborrus, 5. melitensis y 5. surs, en
los cuales se prerde la cadena “C”, e incluso parte del nucleo, como consecuencia
de la mutacidén. Hay especies como B. ovis y B. cams que carscen de la cadena 0"
autentica en comparacion con las especies tipicamente lisas (L) como son A
welitensis, B. abortus, B. suis y B. neotomae El LPS de las especies naturaimenta
rugosas. asi como el de las mutantes mencionadas conservan partes en comun
con las especies lisas. A pesar de ello, una reaccién cruzada entre LPS liso y
rugoso no se observa con frecuencia >4 %

La cadena "0" del LPS-L es inmunodominante en las infecciones naturales
0 experimentales por especies lisas de Brucella, asi como en la vacunacion con la
cepa 19 y Rev 1, 0 en la inmunizacién con células muertas o fracciones que
contengan LPS-L. Los anticuerpos frente a la cadena O pueden ser detectados
con suspensiones celulares en fase lisa o preparaciones enriquecidas en LPS-L.

En las pruebas de diagndstico se pueden detectar anticuerpos frente al
LPS-L que sean debidos a infecciones por bacterias como Yersuua enierocolitica
09 Salmonella grupo N (0.30), ibrio cholerae. Escherichia hermannn, E. coli 0157,

Franciella wlarensis y Pseudomonas maltophila, cuyos LPS dan reaccidn cruzada con

el LPS del género Brucella ' =* =,



IMPORTANCIA ECONOMICA

La importancia econémica que representa la brucelosis esta dada por las
perdidas que ocastona en |os animales productivos, al causar abortos, infertilidad,
esterilidad, disminuciéon de la produccién de leche entre el 10-20% e interrupcion
de los programas genéticos, depreciacién de los animales enfermos y retraso en el
crecimiento entre otros 2

Debido a lo anterior algunos investigadores han clasificado las pérdidas que
causa la brucelosis de la siguiente manera:

+ Pérdidas directas aparentes: Pérdida del becerro ocasionada por el aborto,
problemas reproductivos (retencién placentaria, esterilidad temporal ¢
permanente), disminucion de la produccion lactea en un 20% causada por el
aborto o efecto indirecto de la infertilidad, incremento de fas crias muertas de
los animales de reemplazo en los hatos infectados. Gastos de asistencia del
médico veterinaro 2,

+ Pérdidas directas no aparentes: Reduccion del valor comercial del ganado
infectado, retraso en el crecimiento, pérdida de peso, interrupcién de las lineas
genéticas en los hatos infectados ?'.

¢+ Pérdidas indirectas consecutivas: Por sus efectos sobre la salud publica,
ocasionados por ausentismo, gastos médicos, disminucidon de la capacidad

iaboral y puede ocasionar ta muerte *'.



EPIDEMIOLOGIA

Es una enfermedad que es considerada de distribucion mundial. Sin
embargo, en algunos paises los programas de control y erradicacion, han
permitido la eliminacién total, como es el caso de inglaterra, Noruega, Suecia,
Dinamarca y Finlandia; o bien reducir considerablemente su incidencia, como es el
caso de Japén, Nueva Zelanda, Australia y Alemania. En México existen unos 38
millones de cabezas de ganado bovino, caprino y ovino que en caso de no tener
tas medidas preventivas minimas son susceptibles de contraer ja enfermedad,
esto para la ganaderia nacional representa una pérdida de 22 millones de pesos

anuales, sin considerar las mermas en leche y los costos de tratamiento de

infecciones secundarias % %.

PROBLEMAS DE SALUD PUBLICA

En México la brucelosis humana registra una tasa de morbilidad promedic
de 6.98 casos por 100 000 habitantes de 1988 a 1993 con un comportamiento
estable, registrandose cerca de 6000 casos por afio, siendo los estados con mayor
tasa de morbilidad Guanajuato, Coahuila, Nuevo Ledn, Querétaro y Sonora %%,
La brucelosis es una de las zoonosis ampliamente difundida en el mundo y
ocasiona grandges rérdidas para el sector salud. Es una enfermedad que a la
fecha no es diagnosticada, ni tratada adecuadamente en muchos de los casos, ya

que la sintomatologia no es especifica y puede ser facimente confundida con

varias enfermedades. La infeccién es un evento accidental que ocurre cuando se

6



tiene contacto directo con sangre, tejidos o secreciones de animales enfermos, se
considera una enfermedad de tipo ocupacional de alto riesgo de personas
involucradas con el ganado como son pastores, ganaderos, carniceros vy
veterinarios. por haber estado en contacto con fuentes de infeccidon También las
personas que trabajan en laboratorios y que sufren accidentes como
autoinoculacion o aspiracion de aerosoles. La via mas importante de infeccion es
la oral y en los paises en donde alin no se ha logrado establecer programas de
control sanitario en el consumo de productos elaborados con leche sin pasteurizar,
el riesgo de contraer la enfermedad es muy elevado ya que la pueden adquirir por
el consumo de leche y derivados provenientes de animales enfermos. Esta es la
via que genera mas casos en México (6000 al ano). Los afectados con mayor
frecuencia son amas de casa, estudiantes y campesinos, y el grupo de edad entre
15 y 45 arios, que es la poblacién econdmicamente activa **“'*°. El periodo de
incubacién fluctia entre 8 y 90 dias, las manifestaciones clinicas se caracterizan
por flebre ondulante, sudoracion profusa durante la noche, debilidad, malestar,
cefateas y dolores articulares. El microorganismo se puede localizar en higado,

bazo. médula 6sea y nddulos linfaticos ° .

TRANSMISION

De manera natural el microorganismo logra su entrada al cuerpo del animal
como resultado de la ingestion de alimento, agua y leche contaminados posterior
al parto o aborto, orina de un animal infectado y tambien a partir de las

membranas felales. liquido amnittico, feto o heces de animales recién nacidos, la

7



{ransmision venérea puede ocurrir pero es rara. Las brucelas pueden entrar al
cuerpo a través de las mucosas, conjuntivas y laceraciones de la piel Pueden
actuar como vectores el hombre y otros animales para la diseminacion de la
enfermedad. Muchas vacas infectadas excretan brucelas desde el Utero en parto
normal en gestaciones gue siguen a un aborto. el aborto se puede dar sblo una
vez y después las vacas se convierten en portadoras, también se excreta en leche

durante |a vida productiva del animal 2%,

PATOGENIA Y SIGNOS CLINICOS

En bovinos la infeccidn uterina frecuentemente resulta en abortos después
de los 6 meses de gestacion, o en el nacimiento de becerros débiles. La retencion
de placentas y endometritis es comun. dando como consecuencia infertilidad Los
infonodos mamarios estan frecuentemente afectados y los microorganismos se
difunden en la leche En el macho. en la mayoria de los casos la infeccion gerital
es inaparente, pero puede estar localizada en testiculos, epididimo o vesiculas
seminales y una secuela comtin es la formacion de abscesos. Otros signos gue se
pueden presentar son anorexia, decaimiento, baja en la produccion, repeticion de
calores y disminucion de la libido. Ocasionalmente se observan higromas, artritis,
adherencias y fibrosis de los testiculos que causan infertilidad permanente g0

El pronostico no es favorable debido a que la bacteria es intracelular y por

lo tanto el tratamiento es ineficiente y se recomienda el sacrificio de os animales.




La bacteria produce infecciones generalizadas con una fase de bacteremia
seguida de una localizacion en ol sistema reticuloendotelial y con frecuencia en el
sistema genital y tejido mamario, con excrecion en leche =

Poco después de haber entrado en el organismo por cualquier via, los
fcroorganismos son ingeridos por célutas fagociticas en cuyo interior sobreviven,
se multiplican y son transportados a los linfonodos regionales. Alli siguen
multiplicandose tras su diseminacion hematégena, se locatizan en los macréfagos
y en el tracto reproductor cuando la hembra esta prefiada =

La induccion del aborto es un gjemplo de la accién de la endotoxina, por la
multiplicacion abundante del microorganismo en los cotiledones placentarios,
corion y liquidos fetales: su multiplicacion es favorecida por la presencia de
entritol, que es un polisacarido que estimula el crecimiento de la Srucella B9€ En
consecuencia las bacteras tienden a localizarse en estos tejidos donde las
lesiones se originan en la pared del érgano provocando endometritis ulcerosa en
los espacios intercotiledonarios y la destruccion de las vellosidades causando la
muerte y 1a expulsion del feto = * #

Si el animal no esta prefado, la localizacion usual es la ubre donde se
produce mastitis intersticial y afecta los linfonodos adyacentes. También se
pueden localizar en higado, pulmén, infonodos y bazo donde se producen focos
granulomatosos. Las vacas quedan infectadas de por vida, la bacteria es
faciimente fagocitada por los macrofagos, pero resiste ia destruccion posterior por
ser un microorganismo intracelular facultativo, permanece a salvo de los
mecanismos de defensa por largos periodos de tiempo pudiéndose multiplicar
dentro del fagocito, esta relacion huésped - parasito es muy compleja y debido a

9




esio el periodo de incubacion es variable y estéd influenciado por Ia fase de
gestacion. numero y virulencia de las bacterias, edad y vacunaciones previas
Thomsen encontré que el periodo de incubacion varia de cincuenta y tres dias a
doscientos cincuenta y tres dias, la incapacidad de detectar animales infectados
en periodo de incubacion, es ef problema mas grave en la persistencia de la

infeccién en los establos vy de la disemmacion de la misma hacia otras

3
instaiaciones ' 19287

A continuacién se describen los principales mecanismos que utiliza la

bacteria para invadir al hospedero, asi como sus toxinas.

MECANISMOS ANTIFAGOCITICOS

Existen diferentes formas en que las bacterias pueden evitar ser
fagocitadas por las células especializadas del organismo, como son los
polimorfonucluares {PMN) y ios macrdfagos. Los mecanismos antifagociticos
pueden ser contrarrestados por el sistema inmune debido al fendmenc de
opsonizacion. Este mecanismo consiste, en el auxillo a la fagocitosis que dan
principaimente los anticuerpos y la fraccion C3 del complemento. Los macréfagos
y PMN, tienen en su superficie receptores especificos para la fraccion C3 del
complemento, 108 microorganismos una vez unidas a los anticuerpos o cubiertos
por la fraccidon C3 del complemento son faciimente fagocitados *

Sobrevivencia a fagocitos. Las brucelas permanecen largo tiempo, en

forma mntracelular, protegida del atague directo de algunos componentes del

10



sistema inmunotogico. Algunos de los mecanismos por los cuales estas bacterias

sobreviven son: .

a) Bloqueo de la unidn entre el lisosoma vy el fagosoma, evitando la formacion del
fagolisosoma. el cual es el organelo celular donde |a particula fagocitada es
digenda si esto sucede la bacteria podra seguir muiltiplicadndose en forma
intracelular.

b) La bacteria fagocitada puede escapar del fagosoma.

¢) Resistencia a la accion de las enzimas contenidas en los isosomas.

Produccién de enzimas extracelulares. La produccion de enzimas
extracelulares, es el mecanismo de virulencia mas importante que facilita |a

\nvasividad. con enzimas como la hialuronidasa, la coagulasa, ta fibrinolisina, la

colagenasa y las proteasas

Citoadherencia. La bacteria una vez que logré pasar las defensas del
hospedero. debe adherirse a las células epiteliales. Una vez adheridas, podran

penetrar la célula y producir dafio .

INMUNOLOGIA DE LA BRUCELOSIS

En bovinos, la diferencia entre el éxito o el fracaso de muchas
explotaciones. esta dada por el grado de inmuntdad del hato y de la capacidad de
los expertos responsables de mantener la salud de los animales medunte el
diagnostico. su  utilizacién en  la vigilancia epizootiolégica y el adecuado
aprovechamiento y manipulacién de sus capacidades inmunologicas para la

prevencidn de enfermedades infectocontagiosas i




El sistema inmune representa el medio para que los organismos puedan
protegerse del efecto de las sustancias extrafas, reconocerlas y en su caso
elminarias 0 metabolizarlas. Los mecanismos de proteccién son amplios y
vanados, comprenden ia interaccién de iones, moléculas, células y tejidos
especializados en la induccion, regulacion y expresién de la respuesta inmune
i8 46‘

ta proteccion de los individuos contra enfermedades infecciosas es
resultado de la accién sinérgica de los mecanismos inespecificos y especificos de
defensa

En los mecanismos inespecificos se incluyen las barreras anatémicas,
piel por su integridad, el pH &cido, la accion germicida de los acidos grasos, la
flora normal, la descamacion, el sudor y faneras. En el tracto respiratorto estan los
cornetes nasales, e reflejo tusigenc y el estornudo, la secrecion det moco rico en
nzosima. la flora normal, el aparato mucociliar y la presencia de macrofagos
alveolares Et tracto gastrointestinal al nivel de la boca por el epitelio estratificado
que recubre la cavidad, la presencia de lizosima, el lavado constante de la saliva y
la flora normal en el estémago, el pH acido, el reflejo del vomito y a nivel intestinal
e! pH propio (alcalino), el peristaltismo y la flora normal. En el tracto genitourinario
el lavado continuo de la orina, el pH, la presencia de lizosima en secreciones, |a
microbiota normal, la presencia de espermina y espermidina. En la conjuntiva
ocular al lavado continuo con las lagrimas y contenido en lizosima "5%.

Los mecanismos especificos de defensa estan dados por el sistema

iInmunolbgico. Dentro de estos, esta la respuesta del organismo al estimulo de un

agente infeccioso, el cual se comporta en este caso como antigeno, por el cual el
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sistema inmune del hospedero lo reconoce Como extrafio y reacciona contra él,
siendo ésta reaccidn especifica ya que al entrar otro agente infeccioso
antigénicamente diferente, el hospedero establece una nueva respuesta 848

El género Brucella por ser un microorganismo intracelular, es capaz de
reproducirse en el medio extracelular asi como en el intertor de los macréfagos,
esto da lugar al desarrollo de la respuesta inmune de tipo celular y humoral. Sin
embargo. ambos tipos de respuesta sé producen invariablemente y sin necesidad

de que se desarrollen al mismo tiempo 1417

RESPUESTA CELULAR

La respuesta celular es mediada por linfocitos T productores de linfocinas.
Después de que la bacteria penetra al organismo, son ingeridas por las células
fagociticas cerca del sitio de entrada y llevadas a otros sitios dentro del cuerpo
Aungue los constituyentes normales del plasma, como las bacteriocidinas unidas
al complemento, matan a algunos microorganismos La ingestidn ocurre
rapidamente y una vez dentro de los neutréfilos las brucelas estan protegidas por
las bacteniocidinas. Estudios de los componentes de la pared celular de tas cepas
virulentas de las especies de Brucella sugieren que algunas fracciones como 108
ésteres tipo cera, lipidos neutrales, el lipido Ay el alto contenido de fosfatidilcokina,
interfieren con la funcion fagosoma-iisosoma y con ciertas actividades oxidantes
subcelulares de los leucocitos polimorfonucleares.  Los neutdfilos  sirven
principalmente como un medio para conducir las brucelas a varias regiones del
cuerpo. que favorecen la multiplicacion de los microorganismos, en vez de

contribuir a la defensa del huésped, ademas causan la muerte o lisis de los
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neutrofilos, monocitos, histiocitos y por ciertas células epiteliales. De ahi la
bacteria pasa a localizarse principalmente en jos nodulos linfaticos, en la ubre, en
el ulero y los nodulos asociados, hasta la mitad de la gestacion.

La rapida propagacion de los microorganismos por todo el cuerpo se hace a
través de los vasos sanguineos. En infecciones crénicas la bacteria tiende a
localizarse en Gtero y glandula mamaria, testiculos, glandulas sexuales masculinas
accesoras y nodulos linfaticos. Los macrofagos ingieren antigenos, encerrando a
\a bacteria en una vacuola o fagosoma, se fusionan los lisosomas que descargan
todo su contenido bactericida, pero las brucelas pueden resistir este ataque,
encontrando en el medio intracelular su lugar de resistencia. Las células que han
fagocitado brucefas procesan en los fagolisosomas los antigenos bacterianos, en
péptidos antigénicos. Trozos de estos péptidos se unen a las molécuias del
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHCII) y son presentados en la
superficie celular Ofros leucocitos, los linfocitos T, tienen moléculas que les
permiten reconocer esos fragmentos peptidicos unidos al MHCII. La adhesion de
la bacteria se ve favorecida por la opsonizacion de fa misma por anticuerpos {1gG)
y factores del complemento (C3b) Ademas esta opsonizacion potencializa la
capacidad bactericida del fagocito, incrementando la produccion de una sere de
productos téxicos. Este complejo antigénico serd reconocido por el linfocito T
coperador (Th 1), activandolo e induciendo la liberacion del interferén e
interteucinas {IL). principalmente IL-2, potentes estimuladores de la capacidad
bactericida de la propia céluta fagocitica. La interaccion libera gran cantidad de

péptidos, como el factor estimulador de colonias. En el bazo, este factor induce




infiltrado y produccién de nuevos macrofagos que ingeriran las células recubiertas
por el factor C3b o por anticuerpos como la 1gG2 9.4

El LPS, el interferon y y la IL2 activaran al fagocito, haciendo que este
aumente de tamafo, movilidad y actividad metabolica, asi como también
aumentan el numero de receptores Fc con los que se intensifica el proceso de
fagocitosis, de esta forma, las células asésinas son capaces de reconocer y
destruir eficazmente a tas células infectadas asi como bloguear la multiplicacion
intracelular. Los Th activados ademds, actlan sobre diferentes tipos celulares’
linfocitos B, linfocitos CDB (citotdxicos y supresores) y células asesinas naturales
(NK) B39

Una caracteristica de la infeccién por Brucella, €s la aparicion de una
tipersensibilidad retardada tipo IV (DTH') contra la endotoxina de la bacteria, que
es una reaccién inmune mediada por células, es el rango distintivo sobresalierie
de las infecciones debidas a bacterias intracelulares facultativas .

L a hipersensibilidad retardada se caracteriza por una reaccion inflamatoria
en un animal sensibilizado, habitualmente en una zona de piel que ha entradc en
contacto con el antigeno La prueba cutanea intradérmica con preparaciones
antigénicas adecuadas es Util para descubrir la infeccién por algunos de los
microorganismos que desencadenan la hipersensibilidad retardada. La subclase
de linfocitos T que intervienen en la reaccion se denominan células Torn La
inyeccidn de antigeno por via intradérmica en la piel de un animal sensibilizado
desencadena una secuencia de reacciones gque empieza con el reconocimiento

del antigeno por las células Tpry sensibilizadas y la elaboracion de las linfocinas.




£l antigeno se pone en contacto con ios linfocitos T sensibilizados y provoca la
liberacion de linfocinas. Estos mediadores solubles atraen células accesorias a la
sona donde tiene lugar la reaccion de hipersensiblidad. Como consecuencia de fa
secrecion del factor mhibidor de macrofagos (MIF) y otras linfocinas, se acumulan
y son activados los macréfagos. En 48 hrs, el reclutamiento de células es
suficiente para producir una inflamacion indurada en el lugar donde se inoculd el
antigeno. La lesion debida a la hipersensibilidad continGia aumentando durante 24

horas mas 142"

Los antigenos que intervienen en las pruebas de hipersensibilidad
retardada (intradermorreaccion) son de tipo proteico. El LPS no participa en la
hipersensibilidad retardada y su presencia en 10s antigenos empleados en esta
prueba. pueden interferir en la interpretacion de resultados, al inducir una reaccion
mediada por sus anticuerpos especificos que pueden durar mas de 24 hrs Por lo
que los alergenos empleados para este tipo de pruebas son obtenidos de cepas
rugosas estables, como B mehtensis B 115, pues en caso de darse una

contaminacion con LPS, esta precaucion elimina el antigeno O inmunodominante

172526

RESPUESTA HUMORAL

La respuesta hurnoral esta dada por linfocitos B, que al ser estimulados por

el antigeno se transforman en células plasmaticas que se encargan de producir

* Delaved-Type Hypersensitivity
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anticuerpos Asi mismo los linfocitos B se transforman en células de memoria,
para la proteccion del hospedero en reinfecciones por el mismo agente *

Por su localizacion en la superficie de la célula y su alta inmunogenicidad, el
LPS es el primer antigeno frente al que se aparecen anticuerpos de tipo Ig_M{ ‘tgG1
e IgG; también intervienen los IgA v en la infeccién tanto como en la vacunacion
con vacunas vivas o muertas El polisacarido B o hapteno nativo (HN), aun
estando sus determinantes expuestos en la superficie de la célula, presenta un
comportamiento diferente La aparicion de anticuerpos frente al mismo, parece
depender de la intensidad del estimulo antigénico {dosis infectante y virulencia)

Después de la primoinfeccion a una cepa de campo virulenta de B. abortus,
se producen anticuerpos de tipo gt permaneciendo constarte su concentracidn
de una a tres semanas, lo cual puede detectarse por pruebas de aglutinacion y en
parte por la de fijacion del complemento (FC) y de la prueba de anillo en leche y a
continuacion se producen los de tipo 1gG, que se incrementa hasta ser dominante,
generaimente la subclase IgGi es la mas abundante, persistiendo titulos
aglutinantes hasta por diez meses, también podemos detectarlo con la prueba de
FC y la igG: por pruebas de aglutinacion. El nivel de IgM baja paulatinamente. en
tanto que la igG y la IgA persisten en concentraciones altas. Después de vanas
semanas cede el estado agudo; pero cuando por diversos factores la Brucella
permanece en una fase crénica en el huésped se puede inducir un estado de
tolerancia inmunolégica. La respuesta posvaéunacién con ia cepa 19 ha
demostrado la capacidad de conferir una sélida inmunidad y se considera una de
las mejores armas en el control de la enfermedad En la vacunacién los titulos de
IgM persisten por més tiempo. mientras que las lgG descienden, haciendose
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ymperceptibles por los metodos serologicos convencionales alrededor de l0s ocho
meses Los animaltes pueden contraer la infeccion antes y después de nacer, sin

que se produzcan anticuerpos detectables hasta la gestacion 14.17.27.38

RESPUESTA HUMORAL EN EL CONTEXTO INFECCION - VACUNACION

Para la eleccién de una prueba seroldgica, es necesario tener en cuenta
frente a que antigeno queremos detectar anticuerpos. Sin embargo, esta
\nformacion seria incompleta si no se considera la clase de inmunoglobulina (1gG,
igM. o IgA) o subclase que es de interés determinar. Tanto ert animales infectados
como en animales vacunados con cepa 19, la respuesta humoral incluye la
sintesis de anticuerpos de la clase IgM e 1gG, sin embargo en la vacunacion, el
nivel de anticuerpos cae rapidamente de tal manera que a los sejs meses no se
encuentra igG; y solamente persisten bajos niveles de IgM e 1gGy. En contraste
con los animales infectados persisten después de 6 meses altos niveles de igGr e
IgG, Algunos estudios indican que en la infeccién y vacunacion, se estimula la

aparicion de IgM e IgG frente al LPS 17,
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DIAGNOSTICO

Ei diagnostico de la brucelosis se debe realizar en los laboratorios
aprobados por la Secretaria de Agricultura Ganaderia y Desarrolio Rural
(SAGAR), con muestras de suero sanguineo, leche, liquidos corporales y
muestras de tejidos, mediante pruebas inmunoldgicas, estudios bacternologicos u
otros que sean autorizados por la NOM.

Las pruebas inmunolégicas establecidas por Jla NOM y efectuadas por el
personal oficial o aprobado para especies lisas son: la prueba de tarjeta, rivanol,
fiacian del complemento y prueba de anilio en leche *".

{ a eleccion de los métodos de diagndstico para un programa de control y/o

erradicacion dependera de la especie animal, poblacion bajo vigilancia, la tasa de

prevalencia en las diferentes regiones, y los programas de vacunacion en curso %0,
Para fines practicos las pruebas pueden dividirse en:

a) PRUEBAS TAMIZ

Estas pruebas se deben caracterizar por poseer una alta sensibilidad, lo
que significa pocos o ningun animal falso negativo. Ademas son sencillas
economicas y practicas. La Prueba de tarjeta o rosa de bengala es considerada
una de ellas y se puede realizar en la totalidad del hato. Con esta prueba se
detecta la presencia de anticuerpos circulantes de tipo 1gG e IgM, de origen
vacunal o de infecciones naturales y también pueden ocurrir reacciones cruzadas

con otras bacterias dando falsos positivos Esta técnica es usada de rutina, tiene
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una sensibilidad muy préxima al 100%, sin embargo los resultados gue se
obtienen no son confiables por el alto nimero de falsos positivos, por lo cual todos
los sueros de los animales gue resulten positivos, deben pasar a una segunda

prueba confirmatoria, ya sea rivanol o fijacién de complemento 1472147

b) PRUEBAS DE VIGILANCIA EPIZOOTIOLOGICA

La prueba de Anillo en leche, es recomendada en areas controladas y libres
de infeccién para descubrir hatos presuntamente infectados, debido a que se
aphca de forma colectiva tomandose la muestra de leche de los tangues
contenedores de leche. Los resultados deben confirmarse individualmente con

pruebas serologicas 20347,

Prueba de anillo en leche: Esta prueba se debe practicar en una muestra
de leche cruda, fresca y fluida, realizandose con antigeno autorizado por la
SAGAR. tefiido con hematoxitina con un pH entre 40y 4.3 a una concentracién
celular de 4%. En bovinos los resuitados se interpretaran como negativos en
ausencia de anillo tefido y positives los que presenten anilio tefido en la superficie

de los tubos *'.
¢) PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

Sirven para eliminacién o disminucion de reacciones heteroespecificas.
deteccién de anticuerpos incompletos y para diagnosticar correctamente el mayor
numero de casos, especiaimente los cronicos, gque suelen permanecer con

diagnostico incierto y diferenciacion de titulos debidos a vacunacion o a infeccion.
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Estas pruebas se realizan en hatos problema, donde la nfeccion persiste pese a la
aplicacion de examenes serolégicos y @ una ehminacion rigurosa de reactores. En

estas se incluyen la prueba de rivanol y la de fijacién del complemento.

La prueba de rivanol: es complementaria cuando se tiene un resultado
positivo a tarjeta, el suero problema se hace reaccionar con lactato de 6,9-
diamino-2-etoxiacridina (solucion de rivanol) con el fin de precipitar las IgM,
quedando exclusivamente las 1gG, una vez hecho este tratamiento, se procede a
realizar la prueba en forma similar a a de aglutinacién en placa utilizando antigeno

especifico, esta prueba es de tipo cuantitativa a4

Fijaciéon del complemento: presenta resultados mas confiables con alta
sensibilidad y especificidad, ya que las reacciones con antigenos heterolégos son
menores y |os anticuerpos posvacunacion fijadores del complemento desaparecen
mas rapido que los anticuerpos agiutinantes. Requiere de mas equipo y de

personal capacitado 2.

Ei estudio bacteriolégico: se debe realizar en muestras de leche, sangre,
liquidos corporales o fragmentos de tejidos infectados que deben de ser colocados |
en recipientes estérles provistos de una tapa hermgética y se remiiran al
laboratorio aprobado para gue se realice el diagndstico, La presencia de Brucella
sp en cualesquiera de las muestiras, significa que el armal es positivo, aun en
ausencia de anticuerpos demostrables por los métodos seroldgicos ¥ ia

demostracion directa del agente etioidgico, se puede efectuar en frotis obtenidos
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con material contaminado de placenta y del abomaso fetal empleando tinciones

especiales como fluorescencia .

Pruebas de inmunidad celular: Se basa en poner de manifiesto
reacciones de hipersensibilidad retardada tipo IV, mediante la inoculacion de
alergenos adecuados. La prueba intradérmica es la mas utilizada y se emplea un
alergeno proteico libre de LPS. La reaccion positiva se caracteriza por la aparicion
de una zona indurada con eritema a la 24 hrs, que alcanza su maximo desarrollo a
las 48 y 72 hrs. En este tipo de pruebas son. positivos los animales vacunados con

cepas vivas '’

PREVENCION Y CONTROL

El control de la enfermedad en los animales debe realizarse con dos
objetivos fundamentales el obtener mayor eficiencia en la produccion de alimentos
de origen animal y prevenir las enfermedades transmisibles al hombre. Los
métodos de control se basan por lo general en la aplicacion de los puntos que se
mencionan a continuacién vacunacion, eliminacion de los animales enfermos y
aplicacion de practicas de manejo orientadas a reducir los riesgos de infeccion,
como pueden ser desinfeccion de locales, corrales, eic y evitar la movilizacién de
amimales infectados . El control de la brucelosis bovina depende principalmente
de la prevencién a la exposicién de este organismo al ganado susceptible y del
aumento de la resistencia mediante fa vacunacion %,

Las vacunas tienen un papel muy importante en el control de la brucelosis,
limitando su difusion y reduciendo su impacto economico 2 Desde 1936, se ha
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estado usando para el control y erradicacion de la brucelosis la vacunacion con la
cepa 19 que contintia siendo el producto inmunogénico mas eficaz empleado con
mayor frecuencia y produce una respuesta inmune adecuada. No se ha
demostrado ningun cambio en su virulencia o inmunogenicidad. En E.U.A. se ha
jogrado reducir la incidencia de esta enfermedad mediante deteccidn de vacas
enfermas, el desecho y la protedcién de becerras con la vacunacion de [a cepa 19,
sin embargo, puede producir efectos secundarios particularmente cuando se
aplica en animales adultos, puede causar de un 2 a 3 % de abortos e infecciones
mamarias persistentes, con excrecién activa en leche de vacas vacunadas en
edad adulta. Tras la inoculacidn accidental esta cepa vacunal puede provocar
infeccion en el hombre '3, En caso de vacunar animales de méas de 6 meses de
edad estos saldran positivos por mas tiempo en las pruebas rutinarias de
diagnostico. Con la cepa 19 se induce el aumento en titulos de anticuerpos contra
una fraccion del LPS, ftitulos que persisten posvacunacién y dificultan el
diagndstico 2. Los anticuerpos que se detectan al realizar un diagndstico son
principalmente dirigidos contra la cadena O lipopolisacarida 638,

La principal desventaja de los anticuerpos posvacunales puede reducirse ai
minimo, reduciendo la dosis y empleando prusbas seroldégicas que permitan
diferenciar entre clases de anticuerpos .

Considerando las caracteristicas antes mencionadas, de las vacunas contra
brucelosis que estan en uso actuatmente, se puede pensar que la vacuna ideal
contra la brucelosis debe tener las siguientes caracteristicas:

a) Los anticuerpos que induzca la vacuna no deben interferir con el diagnostico
serolgico a pesar de la dosis vacunal, via de inoculacion, edad ¢ sexo del
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c)

d)

e)

armal, lo cual debe ser particularmente utd en animales adultos para gue
puedan ser vacunados, sin el riesgo de la seroconversion, asi evitando los
problemas actuales relacionados con la edad, encontrados con la actual
vacunacién con la cepa 19,

{a cepa vacunal debe ser altamente atenuada y no debe producir la
enferrﬁedad % infeccién persistente en los animales inmunizados, ademas debe
ser apatégena para los humanos. La cepa vacunal no debe ser transmisible a
otros animales ni de contaminar fa carne ¢ productos lacteos.

Una sola dosis vacunal debe inducir una proteccion fuerte a largo plazo contra
infecciones sistémicas y uterinas, por io tanto prevenir el aborto. No debe
causar aborto si se inocula en animales prefiados. La revacunacion de
armmales accidentalmente 6 por intencién no debe causar serologia positiva a
las pruebas convencionales La vacuna debe inducir proteccién cruzada contra
las especies mas importantes de Brucella: abortus, melitensis y suis.

| a vacuna debe ser estable y no tener virutencia revertible, ya sea in vitro 6 in
VIvO.

La vacuna debe tener un bajo costo de produccion.

Se han realizado trabajos enfocados a la produccion de mutantes ya sea

por transposones o por medio de pases con antibiéticos, con el fin de obtener

cepas apatdgenas e inmunogeénicas que contengan marcadores genéticos, como

candidatos para elaborar bioldgicos que permitan diferenciar serologicamente

entre animales vacunados de animales con infeccion de campo 4,

Para que no existan problemas diagnosticos posvacunales, |a respuesta a

la vacuna contra Brucella no debe reaccionar con las pruebas serologicas, ya que
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todas ellas usan la cadena O como antigeno para la reaccién. Una alternativa es
que la vacuna sea mutante rugoso, la cual al carecer de la cadena O evita que

haya reaccién positiva a las pruebas de diagnostico *,

Los organismos rugosos podrian ser usados para inducir respuestas
mmunes protectoras evitando los problemés de diagnéstico posvacunal. Desde
hace varios afios un grupo de investigadores, iniciaron una serie de estudios con
el fin de producir una cepa mutante de B. aborfus que no produjera efectos
colaterales, de aqui surgi6 la cepa rugosa RB51 ¥/,

En él termino RB51 R corresponde a rugosa, B a Brucella y 51 se refiere a
una nomenclatura de laboratorio empleada en el tiempo que fue derivada. La
cepa RB51 se obtuvo a través de varios pasajes de la cepa virulenta 2308 de B.
ahortus en medios de cultivo conteniendo penicilina y rifampicina siendo altamente
alenuada y estable tanto in vivo, como in vifro. Después de multiples pasajes, a
través de varias especies de animales, resuité ser carente de cadena O del
lipopolisacarido (LPS) de la membrana externa, siendo su rugosidad muy estable
6.40 42

Por ser una cepa rugosa no induce anticuerpos gque se detecten por
pruebas de diagnoéstico convencional, por lo gue cualquier reaccién positiva en las
pruebas diagnodsticas para esta enfermedad permite distinguir un animal infectado
naturaimente de uno vacunado contra brucelosis sin importar la edad, dosis ©
frecuencia de inyecciones En estudios realizados en el ganado bovino la bacteria
es depurada en un tiempo relativamente cortc y ha demostrado su escasa
capacidad para inducir localizaciones mamarias, placentarias y tiene muy pocas o
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ninguna caracteristica abortiva. Cuando se usa una sola vacunacion, su efecto
protector es similar al gue es inducido por la cepa 19. La vacunacion se lieva a
cabo una vez en la vida entre la edad de 3-6 meses con la dosis becerra o

después de los ocho meses la dosis para vaca, s6lo es recomendable una

revacunacién. %

Esta cepa vacunal ha demostrado inducir inmunidad frente a B. abortus,
1anto en sstudios realizados con ratones como en ganado bovino, sin producir
interferencia en las pruebas serologicas de diagnéstico rutinario, al no inducir
anticuerpos frente a la cadena O del LPS en los animales vacunados 613 schurig
menciona la ausencia de signos de infeccién tras la inoculacion accidental de
RB51 en humanos y sugiere que esta cepa es avirulenta para la especie humana 8

Estas caracteristicas sugieren que la cepa RB51 puede ser una buena
opcion para la vacunacion contra brucelosis en el ganado bovino en los programas
de prevencién, control y erradicacion de la enfermedad. En muchos paises han
comenzado ya a utilizarla como vacuna, reemplazando el uso de la cepa 19
65,1335 38 42.

Los mejores resultados en control y erradicacion se han obtenido con la
ehminacion de los animales reactores a las diferentes pruebas que se utilizan en &
diagnéstico de la enfermedad *°.

El exito de las campanas de control de la enfermedad radica entre otras
cosas en la disponibilidad de pruebas diagnésticas confiables y sensibles y en la
eliminacion de animales infectados.

Lo anterior denota la necesidad de evaluar una cepa vacunal, capaz de

inducir anticuerpos que no interfieran con el diagnostico serolégico de la
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enfermedad, pero que confieran una adecuada proteccion contra la infeccion de

campo, sobre todo en aquellas zonas endémicas dei pais, y con una prevalencia

de media a alta.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar en becerras de un hato en la fase de control para la brucetosis, 1a
respuesta inmune causada por la vacunacion con la cepa rugosa RB51 de Brucella

aborius

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Evaluar penédicamente durante 405 dias posvacunacién, la presencia de
anticuerpos contra brucelas lisas en los animales vacunados, utilizando las

pruebas de tarjeta (PT), rivanol (PR) y fijacion de complemento (FC).

2 Determinar la presencia de anticuerpos vacunales en las becerras, mediante
la prueba de aglutinacion lenta en tubo (ALT) con antigeno rugoso

experimental.

3 Evaluar la respuesta inmune celular posvacunal de las becerras vacunadas

~or, RB51. mediante fa prueba de intradermoreaccién (DTH).
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES : Se utilizaron 45 becerras de la raza Holstein seronegativas a
Brucella con una edad entre 3 y 6 meses que pertenecian y provenian de un
establo del Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca S.A. (CAITSA), las
becerras permanecieron alojadas y fueron criadas en convenio con la FES
Cuautitlan en su establo localizado en la antigua Carretera Cuautitian - Teoloyucan
K 2.5 en el municipio de Cuautitlén lzcalli, en el cual existen instalaciones para la

explotacion de otros animales.

GRUPOS: Las 45 becerras seronegativas se dividieron en dos grupos:

. Grupo experimental: 35 becerras en las que se realizé la prueba de tarjeta y el
dia 0 fueron vacunadas con la cepa RB51 de Brucella abortus.

- Grupo testigo: 10 becerras se realizé la prugba de tarjeta y permanecieron sin

ser vacunadas.

Cabe hacer notar que ambos grupos permanecieron bajo las mismas

condiciones ambientales compartiendo las mismas instalaciones y corrales
VACUNA: Se vacuno a las becerras con la RB51 de Brucella abortus con dosis

para becerra 1x10'® (umidades formadoras de colonias) UFC/ml’, se aplicaron 2 ml

por via subcuténea en la regién del cuello.
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CONTEOQ CELULAR DE LA VACUNA

A la vacuna utilizada se le realizé el contéo de UFC siguiendo la técnica

descrita por Miles y Misra '

ANTIGENOS:

Antigenos para pruebas sérolégicas de tarjeta y rivanol

Antigeno para la prueba de Aglutinacién lenta en tubo que se prepar a
partir de la cepa rugosa vacunal

-Brucellergeno’ ~ (extracto proteico de Brucella) para la prueba de

intradermorreaccion

TOMA DE MUESTRAS: La toma de muestras serologicas se realizd los dias O,
15 30. 45. 60, 90, 120, 150, 180, 210, 300 y 405 posvacunacion. Las muestras se
obtuvieron de la vena yugular y/o de la coccigea ventral con agujas y tubos
vaccutainer estériies al vacio, estos se identificaron y permanecieron a
temperatura ambiente hasta que fueron centrifugados, se separd el coagulo del
suero y este se almaceno en viales identificados y se congelaron a -20°C hasta

La realizacién de las pruebas.

:‘I,aboralono LITTON DE MEXICO
Productera Nacional de Bioldgicos Velerinarios de México.
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PREPARACION DE ANTIGENO RUGOSO EXPERIMENTAL PARA LA PRUEBA

DE AGLUTINACION LENTA EN TUBO.

1 Se reconstituyé la vacuna RB51 cepa rugosa de Brucella abortus, dosis para
vacas con solucion salina fenolada (SSFe) al 0.5% para su inactivacion y s&
de|6 a temperatura ambiente durante 24 hrs.

2 Se pesaron los tubos” "y se le agregd en estos por partes iguales la vacuna
reconstituida e inactivada

3 Se centrifugd a 950 x g durante 20 min, p-osteriormente se realizardn 3 lavados
por centrifugacién con solucion salina al 0.85%

4 Una vez sedimentado el paquete celular, se realizé el pesado de los tubos y se
saco ls diferencia entre el peso inicial y el peso final para obtener el peso del
paquete, que fue de 14 g se reconstituy6 en 180 mi de solucidn salina al 0.85%
para austarlo a una concentracion final de 4.5% manteniéndolos en
refrigeracion hasta su uso.

5 Para su maduracién se colocd en recipientes de vidrio haciendo una dilucion
1.100 con solucion salina fenolada al 0.5% y se mantuvo en refrigeracion .
Terminado este procesq, se pracedid a la realizacién de las pruebas como se

describe posteriormente - *°.

::_Rhone Mericux de Lyon Francia
Tubos Falcor Becton Dickinson USA
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PRUEBAS SEROLOGICAS

A todos Ios sueros se les practico la prueba de tarjeta descrita por Alton y
se consideré positivos a los que presentaron cualquier tipe de aglutinacién v a
estos se les praclicaron las pruebas de rivanol y fijacidn del complemento
descritas por Alton. Para la prueba de rivanol se considerd positivos en los
animales no vacunados que p-resentaron una aglutinacién completa a una dilucidn
1.25 y en animales vacunados se considero sospechoso a esta misma dilucion y
una aglutinacién completa 1:50 es considerada positiva y en el caso de la prusba

de fijacion del complemento tituios a partir de la dilucién de 1:8 12!,

PRUEBA DE AGLUTINACION LENTA EN TUBO

Para la prueba de Aglutinacion lenta en tubo se utilizd un antigeno rugoso
de células completas que se elaboro a partir de |la cepa vacunal.

Se colocaron el niimero requerido de tubos de vidrio por hileras, marcando
el primer tubo de cada hilera (4 tubos por hilera) con el nimero de la muestra de
suero. Con una pipeta automatica se extrajo 80 ul la muestra de suero en el primer
tubo, 40ul en el segundo tubo, 20 ul en el tercero y 10 pl en el cuarto tubo.

Se efectud el mismo procedimiento en las muestras sucesivas de cada

hilera de tubos.

Con una pipeta se introdujo a cada tuboc 2 ml del antigeno diluido,

obteniendo asi diluciones de 1:25, 1:50, 1:100 y 1;200.
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Se agitaron suavemente ias gradillas con los tubos, se envolvieron con

polipapel y se colocaron en una incubadora a 37°C por 48 hrs +/- 3hrs para su

posterior lectura ',

Resultados Los tubos se observan contra un fondo negro y con luz atras de los

tubos.

*

Reaccion positiva: Es cuando una mezcla de suero antigeno es clara y al agitar
suavemente no se desbaratan [os grumos.

Reaccion incompleta: Es cuando la mezcla de suero antigeno se muestra
parcialmente claro y no se desbaratan los grumos.

Reaccion negativa: Es cuando la mezcla de suero antigeno no muestra

claridad y al agitar suavemente no se revela la presencia de grumos '

PRUEBA DE INTRADERMORREACCION

A las becerras del grupo experimental se les realizd la prueba de

intadermorreaccion, después de 405 dias posvacunacion utilizando el

“brucellergeno’”.

1.

Se depild una area de 3 x3 cm a los animales en la reqdn de la tabla del

cuello.
Se realizd la medicior inicial del grosor de la piel utilizando un vernier
Se inoculd el brucellerzeno a dosis de 0.1 mi por via intradérmica con jeringa

autornatica.
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4 Se realizo la leciura a las 72 horas después de ia inoculacion, midiendo el

aumento del grosor de la piel con el vernier.
La prueba se considera positiva cuando el aumento en el grosor de la piel, fue

igual o mayor a 20% sobre el valor de la medida inicial y cuando el aumento fue

menor al 20% de la medida inicial la prueba se consideré negativa 3538
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RESULTADOS

£n la realizacion del conteo celutar de la vacuna el resultado fue de 7.6x1 o®

UFCimi.

£n el cuadro 1 y 2 se muesiran los resultados a la prueba de tarjeta
realizadas al grupo experimental y al grupo control, confirmando que no poseian
anticuerpos de Brucella antes de la vacunacion (dia 0), también se muestran los

resultados posvacunacion.

Se continuaron los muestreos para la realizacion de las pruebas seroldgicas
rutinanias para deteccién de las brucelas lisas. En el cuadro 3 se muestran los
resultados expresados en porcentajes, los resultados gue fueron negativos el
100% hasta e! dia 120, el dia 150 se encontro el 2.8% de positivos, el dia 180 €l
57% y de los dias 210 al 405 el 8.5% de positivos. De los sueros que fueron
positivos 3 tarjeta. se les realizaron pruebas complementarias en donde los
resultados obtenidos fueros negativos. En el grupo testigo negativo siempre se

presenté el 100% de los animales negativos.

En la prueba de aglutinacién lenta en tuboc con antigeno rugoso
expenmental los resultados fueron en su iotalidad negativos ya que al momento

de la lectura, no se evidencié aglutinacion en ninguna de las muestras en ambaos

grupos
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En el cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos en ta prueba de
Intradermoreaccion, aplicada a 32 animales del grupo experimental a los 405 dias
posvacunacion, basandose en el siguiente criterio e interpretd como positivos, a
los animales que resultaron con un 20% o mas de aumento con respecto a la
medida micial. obteniendo que un 91% de los animales probados dieron reaccion
posttiva a la prueba; paralelo a esta se realizo la prueba de tarieta en donde se

obtuvo el 91 4% de los animales negativos.

En el caso de la intradermorreaccion, &l grupo testigo inicial de este estudio
serolégico no pudo ser utilizado, debido a gue un afio después de la vacunacion
inicial estos animales ya habian sido vacunados, por lo que no se pudo trabajar

con un grupo controt negativo por falta de animales adecuados

A la fecha las hembras de este trabajo experimental, incluyendo las que
resultaron positivas a |a prueba de tarjeta, tuvieron un parto narmal y en ninguno

de los casos se presento aborto,
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DISCUSION

Uno de los principales objetivos de la investigacion en brucelosis bovina, es
el desarrollo de vacunas vivas que induzcan una proteccion adecuada al ganado
conira la infeccion y el aborto. Ademds de que los anficuerpos que sean
producidos por la vacunacion, puedan ser diferenciados de los causados por

cepas de campo de B. abortus, en las pruebas de diagnéstico oficial '

Durante mucho tiempo se ha realizado la prevencién de la brucelosis con
vacunas elaboradas apartir de cepas lisas de B. abormus como es el caso de |a
cepa 19, que hasta ahora ha sido la de mayor uso y que produce una respuesta
inmune adecuada, teniendo la desveniaja de interferir con las pruebas de

diagnostico rutinario 4.

Se han producido nuevas vacunas con fa finatidad de evitar las problemas
de interferencia con el diagnostico de la enfermedad, actuaimente se esta
probando en diferentes hatos la cepa RB51, en el presente trabajo se obtuvo
como resultado que los animales fueron negativos a las pruebas seroldgicas con
antigenos lisos, por lo gue se confirma que los anticuerpos inducidos con por esta
cepa vacunal no interfieren en el diagnostico rutinario, siendo esto una ventaja
sobre la vacunacion con la cepa 19 5%, Esto es debido a que los anticuerpos gue
se delectan con antigenos lisos en las pruebas serologicas que se emplean para

el diagnéstico oficial, son dirigidos principalmente contra la cadena "0" 638



Durante el estudio resultaron 3 animales positivos a la prueba de tareta,
pero negativas a las pruebas confirmatorias de rivanol y fijacion de compiemento.
Reyes en 1996 menciona que la prueba de tarjeta, evaluada por diferentes autores
ha demostrado que es la de mayor sensibilidad, pero es la que menos capacidad
tiene para diferenciar animales vacunados de infectados. y que necesita de una

prueba confirmatoria para determinar si el animal es positivo .

Este trabajo se realizd en un hato en control, en donde la prevalencia de
brucelosis en bovinos era nula, el hechc; de hacerlo asi fue para conocer el
comportamiento de los animales ante esta vacuna y con un riesgo de infeccion,
debido a que en el hato caprino del rancho contiguo al establo, se presentd un
brote de brucelosis alrededor de los 180 dias de haber vacunado a las becerras, lo
que comncidio con la presencia de positivos en el establo, el peguefio numero de
reactores y la corta duracion de la respuesta pueden manifestar que la vacuna fue

eficiente para controlar €] problema.

Actualmente en México, se esta evaluando la vacunacion con RB51; en un
hato con elevada prevalencia de brucelosis los resuitados indican que en el rancho
donde las vacas fueron vacunadas, los casos nuevos se siguieron presentando
durante 6 meses posvacunacion con un promedio de 5% de incidencia mensual, 1o

que refleja una baja proteccién de la vacuna, bajo las condiciones de este hato 3

Sin embargo, Cheville en 1893 menciona que en el caso de vacas

vacunadas con RB51, que presenten serologia positiva a las pruebas de
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diagnostico con antigenos 11sos, esto pueda ser indicativo de que hay una
infecci6n temprana con cepas de campo de B. aborius 132528 puesto que el
periodo de incubacion puede ser hasta de 253 dias % o que sea respuesta de

< : : 5,26
una reaccion cruzada a nivel de la cadena O con otra bacteria gram negativa 252

En diferentes estudios realizados por Roop en 1991, Cheville en 1892 ¥
1993, Palmer en 1996 y Stevens en 1994, demuestran que la vacunacion en
bovinos con la cepa RB51, no produce anticuerpos agiutinantes gue sean
detectados por lfa prueba de agiutinacion lenta en tubo con antigeno liso. Por lo
que la mhabilidad de la cepa RB51 para inducir anticuerpos normalmente
detectados en las pruebas de PT, FC y ALT, probablemente resulta por gue la
baclena contiene muy poca cantidad o nada de antigeno O del LPS *, que es el
epitope responsable de la presencia de anticuerpos gue sean detectados por
estas pruebas 121335384,

En el presente estudio se realizo la prueba de ALT con antigeno rugoso
experimental y los resultados que se abtuvieron fueron negativos, 1o gue se
atribuyé a algun posible error en la estandarizacion de la técnica con el uso de
este antigeno. Sin embargo, en un estudio gue realizb Pérez en 1887, en un
establo bovino con baja prevalencia de brucelosis en donde los resultados
obtenidos en la prueba de ALT con antigeno rugoso. fueron adecuados para
obtener fa titulacién de anticuerpos, producidos por la vacuna rugosa mutante bk
de B abortus derivada de la cepa 2308. observando un comportamiento serolégico
parecido al producido por la vacunacion con la cepa 19, ademds observo que el
descenso de anticuerpos es similar entre ambas vacunas. También encontrd que
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en los animales vacunados no se presentd reaccion alguna en fas pruebas
rutinartas, para el diagnostico de brucelas lisas en el transcurso del estudio
ademas de que no se presentaron casos NUevVos de la enfermedad en un ano
posvacunacion ¥ por lo que se comprueba que las cepas RB51 y rfbk no

interfieren en el diagndstico de pruebas con antigenos lisos en brucelosis bovina,

Se realizo la prueba de intradermorreaccion que es una evaluacion de la
ripersensibilidad celular tipo IV ? gsta prueba es independiente de la presencia de
la cadena O del LPS, en este tipo de respuestas participan proteinas citosolicas y
es posible que también lo hagan otras de distinta localizacion celular, ya que los

!25,26, |

alergenos clasicos no tienen un perfil proteico idéntico al del citoso os

resultados se leyeron a las 72 hrs como se menciona en la fiteratura 3538

En un estudio realizado por Bercovich en 1990 donde utilizé la prueba de
intradermorreaccion se sefiala, que cualquier aumento palpable en el sitio de
inyeccion puede ser considerado positivo, confirmando sus resuitados positivos
con las pruebas de aglutinacion, FC y estudio bacterioldgico 3 Sin embargo, con el
fin de hacer mas objetiva la medicidn, en este estudio se dio como positivos a los
animales que presentaron un 20% o méas en el aumento sobre la medida inicial

como se indica en la fiteratura 3%

Cheville en 1993 frabajo con diferentes grupos vacunando novillas con cepa
19 cepa RB51 y dos mutantes por transposicion aplicando al ganado la

brucelinizacién antes y 9 meses posvacunacion, obteniendo sélo reactividad
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cutanea a la brucelina después de la vacunacion, y siendo las novillas libres de

evidencia serologica contra Brucella .

Parez en 1997 en un estudio realizado con 16 pecerras de un hato en una
zona enzodtica de brucelosis, a los 12 meses posvacunacion realizd la prueba de
intradermorreaccion, donde corroboro previamente que los animales fueran
negatives a serologia, obteniendo que el 100% de los animales probados dieron
reaccion positiva a la prueba y €n el grupo control donde utilizo machos
serologicamente negativos, el 100% de este grupo no dio reaccion alguna a la

aphcacion de! "brucellergeno” *

El hecho de que en el presente estudio diera como resultado que el 91% de
reactores en ia prueba de intradermorreaccién, es un indicio de gue la vacuna
RB51 confirid una buena inmunidad de tipo celular. Sin embargo en animales
vacunados con cualquier cepa vacunal viva ya sea fisa o rugosa se produce una

respuesta a esta prueba *’

Los experimentos de proteccion frente a 5. abortus publicados en bovinos,
demuestran que la vacuna RB51 confiere un nivel de proteccion a corto plazo (7 2
13 meses) adecuado y muy similar al conferido por la cepa 18. Sin embargo,
hacen falta estudios para determinar el nivel y la duracion a mediano y a largo
plazo de la proteccion conferida por RB51 frente a cepas de campo de B. abortus

en ganado bovino °.
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CONCLUSIONES

Al realizarse la vacunacion con la cepa RB51 de Brucella abortus N0 5€
induce la produccion de anticuerpos que puedan ser detectados mediante las

pruebas rutinarias para el diagnostico de la brucelosis bovina con el usc de

antigenos de cepas lisas

La vacunacion con la cepa RB51 permite una diferenciacion entre el ganado
vacunado del ganado Infectado con cepas de campo en una forma mas eficaz, al

no nterfenir con las pruebas de diagndstico.

La prueba de aglutinacion lenta en tubo con antigeno rugosc no fue la
adecuada para evaluar la presencia de anticuerpos conferidos por la vacunacion

con la cepa rugosa RB51.

La respuesta a la prueba de intradermorreaccion fue adecuada para evaluar
la nmunidad de tipo celular y de esta manera sugiere que la vacunacion con esta

cepa si confiere una buena inmunidad.
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RECOMENDACIONES

No obstante que el uso de esta vacuna ya este aprobado tanto en E.U
como en nuestro pais, es necesario continuar con su evaluacién en campo bajo

diferentes condiciones de prevalencia para poder determinar su eficacia

No se recomienda la combinacidn de diferentes vacunas en caso de
revacunaciones por ejemplo la cepa 19 con la RB51, debido a que puede dar

resultados falsos al realizar las pruebas seroldgicas.

No es recomendable mas de una revacunacion con la RB51 aun cuando la

zona sea de elevada incidencia.

El uso de la vacuna RB51 no debe descartarse ya que puede ser una

buena herramienta para la prevencion y erradicaciéon de la enfermedad, en zonas

de baja prevalencia,



ANEXOS

CUADRO 1: Resultados de la prueba de tarjeta en sueros de 35 becerras

vacunadas con RB51 de 0 a 405 dias posvacunacion.

150 180 210 405

120

Nomero Dia0 15 30 45 &0 80

220
224
225
228
229
233
235
236
237
238
239

240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
252

254
256

257

258
258
260
262
2683

N

264
268
269
270
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CUADRO 2: Resultados de la prueba de tarjeta en sueros de 10 becerras

pertepecientes al grupo testigo negativo.

Numero. Dia0 15 306 45 60 80 120 150 180 210
272 N N N N N N N N N N
273 N N N N N N N N N N
275 N N N N N N N N N N
278 N N N N N N N N N N
277 N N N N N N N N N N
278 N N N N N N N N N N
280 N N N N N N N N N N
281 N N N N N N N N N N
282 N N N N N N N N N N
283 N N N N N N N N N N

N: Negativo
P: Positive

Rip: Muerte
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Cuadro 3: Resultados expresados en porcentaje de la prueba diagnostica para

brucelas lisas, de 35 sueros del grupo experimental de bovinos vacunados con

RB51.

Dia pos- Pba. Tarjeta % Pba. Tarjeta % Pba Rivano! Pba. Fijacion
vacunacién Seronegativos Seropositivos complemento

0 100 0 0] 0

15 100 0 0 0

30 100 0 0 9;

45 100 0 0 0

60 100 0 o 0

90 100 0 0 0

120 100 4] 0 0

| 150 97.1% 285 0 0

! 180 84.30 570 ¥ 0

210 91.44 8.56 0 0

405 91.44 8.56 0 0
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CUADRO 4. Resultados de la prueba de intradermorreaccién a los 405 dias

posvacunacién realizada en 32 becerras vacunadas con RB51.

NUMERO _ Medida  Medida final % aumento Interpretacion
inicial {72 hrs) de medida
inicial
220 10 mm 11 mm 10 N
224 7 mm 9 mm 28.5 P
229 9 mm 12.5 mm 38.8 P
233 8 mm 10 mm 25 P
235 10 mm 12 mm 20 P
236 7 mm 11.5 mm 64.2 P
237 & mm 95 mm 58.3 P
238 9 mm 11.5 mm 27.7 p
239 6 mm g mm 50 P
241 10 mm 13 mm 30 P
242 8 mm 10 mm 25 P
243 9 mm 11 mm 22.2 P
244 8.5 mm 10.5 mm 235 P
245 6.5 mm 10 mm 538 P
246 7 mm 10 mm 428 P
247 6 mm amm 50 P
248 5 mm & mm 60 P
249 9 mm 11.5 mm 277 P
250 7 mm 85 mm 214 P
252 7mm 9.5 mm 357 P
254 11 mm 13 mm 18.1 N
256 9 mm 9.5mm 5.5 N
257 7 mim 10.5 mm 50 P
258 6 mm 8 mm 333 P
259 7 mm 10 mm 428 P
260 8 mm 11 mm 375 P
262 7 mm 10 mm 428 P
263 7 mm 10 mm 42,8 P
264 8 mm 10 mm 25 P
! 268 8 mm 105 mm 31.2 P
269 7 mm 9.5 mm 357 P
270 7 mm 10 mm 428 P
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Fig 3. Estructura de la membrana de Brucella spp. Tomado de Sanchez CY. 1998.
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