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RESUMEN

Virginia Ochoa Diaz. PROTECCION CONFERIDA POR LA VACUNACION CON REV 1
Brucella melitensis: RB51 y rfbK Brucefla abortus, EN BORREGAS DESAFIADAS
EXPERIMENTALMENTE CON Brucella melitensis. Asesorade por: Dr. Francisco

Suédrez Glemes, Dr. Efrén Diaz Aparicio.

El objetivo fue determinar la proteccién conferida por la vacunacion con cepas
rugosas y lisas de Brucella, en borregas desafiadas experimentaimente con Brucella
melitensis. Se trabajé con 64 borregas adultas de la raza Ramboillete seronegativas
y no vacunadas contra la brucelosis. Para el estudio se dividieron en cuatro grupos de
16 animales. Ef grupo 1 fue el testigo negativo no vacunado, tos grupos 2 y 3 fueron
constituidos por animales vacunados con cepas rugosas de Brucefla abortus RBS1 y
rfBK a una dosis de 2X10% y 4X10® unidades formadoras de colonias (UFC)
respectivamente, el grupo 4 se vacund con Brucella melitensis Rev 1 a una dosis de
1X10° UFC. A los 60 dias posteriores de ia vocunacién se evalud la respuesta inmune
celular por la aplicacién por via intradérmica, de una bruceling comercial. Se tomaron
muestras de suero posteriores a la vacunacidn a los dias: 0,15,30,60,90,120,150,180 y
210 y a los 15,30,45 y 60 posteriores al desafio, para determinar la respuesta humoral
mediante la prueba de tarjeta (PT) al 3% y la prueba de ELISA Indirecto con dos
antigenos, uno para la deteccién de la respuesta a cepas lisas y otro para cepas
rugosas. A los 210 dias posteriores a la vacunacién, todos los grupos fueron expuestos
a una infeccién experimental con una dosis de 1X10° UFC de la cepa 133 de &
melitensis, biotipo 1, por via conjuntival. Antes del desafio, los animales fueren
instalados en unidades de aislamiento y a los 60 dias posteriores al desafio fueron
sacrificados de manera humanitaria. Se obtuvieron muestras de nddulos linfdticos
submaxilares, preescapulares, retromamarios y mesentéricos, asi como del bazo, dtero
y gléndula mamaria. Las muestras se maceraron y se inocularcn en medio de Farrell por

duplicado y se incubaron a 37 € por diez dias con y sin  10% de €O Para la
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identificacidn de especie de las cepas sospechosas se realizaron pruebas biequimicas,
de crecimiento en colorantes y antibidticos. Para la diferenciacion de las cepas
rugesas de las lisas se utilizé la prueba en acriflavina y la tincién con cristal violeta.
Solo en el grupo 4 hubo un 93% de reactores a la PT a los 15 dias posteriores a la
vacuhacién, después disminuyeron gradualmente. Posterior ol desafio, de la totalidad
de los animales solo tres no seroconvirtieron (18.75%). Los resultados a ELISA
evidenciaron una respuesta humoral para las tres vacunas probadas. La respuesta a la
brucelina se dio en los tres grupos vacunados en mds de un 90%. Del grupo control se
Iogrf) aislar la cepa del desafio en siete de los animales. Al desafio experimental la Rev
1y la #fBK dieran un 87.5% de proteccién, mientras que la RB51 dio un 81.25%. Por lo
que se concluye que las tres vacunas protegen a los ovinos en la etapa adulta, aunque la

RB51 protege en menor proporeion.

Palabras clave: Vacunacion, Rev 1, RB5I, rfoK, 8. melitensis, ovinos.
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SUMMARY

Virginia Ochoa Diaz. PROTECTION CONFERRED BY VACCINATION WITH REV L
Brucella melitensis: RB51 y rfbX Brucella abortus, IN SHEEPS EXPERIMENTALLY
CHALLENGED WITH Brucella melitensis.

The goal in this work was to determine the protection conferred by vaccination with
rough and smooth strains of Brucella in sheeps, experimentally challenged with
Brucella melitensis. Sixty four adult female sheeps of Ramboillete breed, all
seronegatives and not vaccinated egainst brucellosis were use in this study. The
animals where divided into four groups of 16 animals each one. Group 1 was the
negative unvaccinated control, groups 2 was vaccinated with rough strain of &
abortus RB51 in doses of 2X10® colony forming units (CFU), group 3 was vaccinated
with rough strain of B abortus rfbK in doses of 4X10° CFU, and group 4 was
vaccinated with Rev 1 of Brucefla melitensis, in doses of 1X10° CFU. Sixty days after
vaccination Delayed-Type Hypersensitivity Test (DTH) was determined to evaluated
the cellular immune response. Serum Samples of serum where collected on days 0, 15,
30, 60, 90, 120, 180, 180 and 210 after vaccination, and on days 15, 30, 45 and 60
after the challenge, to determine the humoral response through the card test (CT),
at 3% and the Indirect ELISA test with two antigens, one for detection of response
to smooth strain vacein, and another for rough strains vaccines. After 210 days from
vaccination, all the groups where exposed to an experimental challenge with 1X10°
CFU of Brucella melitensis strain 133, biotype 1, using conjuntival inoculation. Before
the challenge, the animals where housed in isolation units, and 60 days after the
challenge where humanitary sacrificed. Samples where obtained from the following
lypho nodes: submaxilar, prescapular, retromamary and mesenteric, and from the
spleen, uterus and mamary gland. These where macerated and inoculated in duplicate
through Farre! medium, and where incubated at 37 C during ten days with and without

10% €O,. To identify the species of the suspicious strains, biochemical tests, of

VI



colorant growth and growthing antibiotics where performed. To differentiate the
rough strains from the smooth strains, the acriflavin test was done, and stain with
vilet crystal. Only group 4 had a 93% of reactors to CT, 15 days posterior to
vaccination, after which they diminished gradually. After the challenge, only three of
all animals did not seroconvert. The ELISA test results showed a humoral response
for the three vaccines tested. The response DTH occurred in the three vaccinated
groups, in more than 90% of the animals. From the control group, the challenge strain
was successfully isolated from 7 out of the 16 animals. Rev 1 and rfbK conferred a
875% protection, while the RBSI gave a 81.25% protection to the experimental
chailenge. Thus, the 3 vaccines protect the sheeps in mature stage nevertheless RB51

offers a relative less protection.

Key words: Vaccination, Rev I, RB5I, rfbK, B melitensis, Sheep.
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PROTECCION CONFERIDA POR LA VACUNACION CON REV 1
Brucefla melitensis; RB51 y rfbK Brucella abortus, EN BORREGAS
DESAFIADAS EXPERIMENTALMENTE CON 8Brucella melitensis.

1. INTRODUCCION

Un desequilibrio dentro de un ecosistema natural, proveca el brote de algunas
enfermedades y como el ecosistema cambia continuamente provaca que se modifiquen
los procesos internos debido @ presiones externas. De manera que, aquellas
enfermedades que emergen y que son transmitidas al hombre, tienen un fuerte
impacto en las diferentes sociedades y culturas que se haen dedicado a la
domesticacion y reproduccién de animales, que son destinades principalmente al

consumo (Villa, 1996; Lugo, 1996).

La brucelosis es una enfermedad infecciosa que afecta tanto al hombre como a los
animales, siende los bovinos, ovinos y caprinos, las especies mds afectadas. Los
médicos veterinarios, matanceros, laboratoristas y la gente que trabaja en las
unidades de produccion tienen mayor riesgo de contagiarse. El riesgo de contraer la
enfermedad varie de acuerdo a la especie bacteriana y a la dosis infectante. Al no
existir un procedimiento efectivo para evitar el contagic ol humano, que es
principalmente por 8. melitensis, se tiene que pensar en un programa de control de la

enfermedad, para poder conseguir su eventual erradicacin.

Diversas organizaciones de salud consideran a la brucelosis come la zoonesis mds
difundida del mundo. Histéricamente los programas de control y erradicacion de la

brucelosis en los animales tiene come base el diegnéstico, llevando a cabe un progrema
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de sacrificic de los animales infectados y vacunando a los animales jévenes. Esta
estrategia de control ha resultado ser eficiente, ya que no solo ha reducido el nimero
de los animales infectados, sino que también se ha reflejado en el descenso del
contagic a humanos, sin embarge esto ha side posible en paises que presentaban una
prevalencia baja de la enfermedad (Sales et al.,1992). En cambio en zonas con alta
prevalencia, este plan no es factible de realizar, por lo que se requiere de la aplicacidn
de un programa de profilaxis vacunal para evitar que se difunda la enfermedad, sin
embargo, se debe de tener en cuenta que al utilizarse por si soles los programas
anteriores {zonas con baja y zonas con alta prevalencia) no se llega a un contral del

problema, por lo que es recomendable pensar en una combinacién de ambos (Blasco,

1998).

En la mayor parte del mundo la brucelosis ovina suele ocurrir en los rebafios después
de la compra e intraduccidn sin cuarentena de animales infectados o por fa excrecion
de las brucelas al momento del parto, ya que B melitensis se caracteriza por Ser una
cepa lisa virulenta que estd presente en la vagina y en los restos placentarios de las
borregas infectadas. Esto, aunado a la sobrevivencia de la bacterin cuando las
condiciones del suelo, humedad y temperatura son adecuadas, contribuye a la
infeccidén de mds animales por via oral o respiratoria. Se considera que para que fa
enfermedad se establezea en un animal, la dosis minima infectante es de 1x10°
bacterias. En el caso de la brucelosis causada por 8. ovis esta. a semejanza de 8.
melitensis, penetra en los tejidos por mucosas como la oral, conjuntival, nasal, peneana
o rectal. Se llega a localizar en células del sistema reticulo endotelial de diferentes
érganos, en el epididimo y en gldndulas sexuales accesorias, por lo que ya infectado un
animal, la exereta en el semen o en secreciones genitales, por lo que la transmisién
venérea es la principal via de contagio. Se ha observado que una hembra puede ser

montada por varios sementales lo que permite la diseminacién de la enfermedad entre
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estos. A comparacion de los machos, las hembras parecen ser resistentes a 8 ovis,

aunque en ocasiones pueden llegar a tener abortos o problemas repraductivos (Btasco

y Barberan, 1990),

La importancia de la brucelosis ovina causada por 8. mefitensis radica en el hecho de
que produce abortos en el dltimo tercio de gestacién o e! nacimiento de corderos
prematuros poco viables que mueren a los pocos dias, esto naturalmente tiene un

fuerte impacto en la economia del productor (Blasco y Barberan, 1950).

México en 1998 contaba con una poblacién ovina promedio de seis millones de cabezas,
concentrdndose en un 55% en los estados de México, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala,
Querétaro, Michoacdn, Zacatecas, Morelos y Guanajuato; un 23% del censo estd en
Zacatecas, Durango, San Luis Potosi, Coahuila, Chihuahua, Nuevo Ledn y Tomaulipas,
mientras que la zona sur que comprende a Veracruz, Oaxaca, Chiapas, Campeche,
Tabasco y Yucatdn tiene un 16 %:; y por dltimo el 6% restante esta distribuide en fos
estados restantes del pais (Arteaga, 1999; INEGT, 1996). Actualmente el programa
de control de la brucelosis ovina en nuestro pais, radica en la aplicacién de la vacuna
Rev 1 de 8 melitensis. La cobertura de vacunacién en la actualidad es baja, pero se
espera que en los préximes dfios se teme mayor conciencia de su importancia

haciéndola cada vez mds amplia.

1.1 ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO

Las bacterias que pertenecen al género Brucella, son cocobacilos Gram negativos que
se agrupan en siete especies, que aunque tienen preferencia por un tipo de hospedera,
frecuentemente producen infecciones cruzadas, que se diferencian entre si por su

virulencia. Se sabe que B. abortus infecta preferentemente al ganade vacuno,
3



mientras que 8. melitensis infecta al ganado caprino y ovino, 8. ovis al ovino, 8. suis al
porcino, 8. neotomae a la rata del desierto, 8. canis a perros, y 8. maris a mamiferos
marinos. Algunas de estas especies son transmitidas ol hombre, con la excepcién de 8.

ovis, B. neotomae y se desconoce si 8. maris pudiera infectarlo (Blasco y Gamazo,

1994).

El género muestra una gran resistencia a factores ambientales, lo que permite a las
brucelas permanecer durante largo tiempo viables en la paja y polvo de los establos o
en los alimentos, como la leche, queso y mantequilla: 8. melitensis y 8. suis pueden

sobrevivir hasta cuatro meses en esta Ultima (Blasco y Gamazo, 1994).

La brucela es una bacteria intracelular facultativa y a semejanza de otras bacterias
Gram negativas, los componentes de su envoltura celular tienen mucho que ver con su
resistencia a los factores ambientales. Cuenta con una membrans externa que
representa su primera barrera de defensa a la accién téxica de sales biliares, dcidos
grasos y glicéridos, asi como de enzimas protecliticas y glicosidasas (Blasco y

Gamazo, 1994).

A diferencia de otras bacterias Gram negatives, a la fecha no se han reportado
estructuras en su superficie tales como fimbrias o material capsular, cdpsula o
exotoxinas, aunque se han identificado en 8. abortus unas secuencias compatibles con
moléculas proteicas adhesivas no fibrilares que son semejantes a las adhesinas

{Pizarro et al., 1999).

El género presenta en la membrana externa un componente principal que es el
lipopolisacdrido (LPS), el cual es un antigeno inmunodominante que consta de un
glicolipido (lipido A), un nicleo glicosidico y un polisacdrido (cadena O). El lipide A
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confiene glucosamina y diaminoglucosa. €l nicleo esté cualitativamente formado por
el dcide 3-deoxi-D-manactulosénico (KDO), manosa, glucosa y quinosamina, por el cual
se une la cadena O. Las especies de este género se diferencion por ser lisas (8.
abortus, 8. melitensis, B.suis, B. neotomae, 8. maris) o rugosas (8. ovis y 8. canis ). El
cardcter liso o rugose radica en la presencia o ausencia de la cadena O (polisacdrido,
homopolimero de N-formil-perosamina) del LPS. Los mutantes rugosos carecen de
quinocsamina y por tanto, de la cadena O. Otros componentes de la membrana
externa son. una serie de glucanos circulares, el polisacdride B, fosfolipides y las
proteinas de membrana externa (PME). El LPS y las PME son componentes implicados
como factores potenciales de virulencia (Blasco y Gamazo, 1994; Pizarro et al., 1999,

Martinez et al., 1997; Sangari y Agliero, 1996).

La infeccién ocurre cuando la bacteria penetra en los tejidos a través de una herida
en la piel, la via conjuntival, fa via oral o por inhalacién. Induce una inflamacién crénica
granulomatosa en los drganos que se aloja, debido a que por sus componentes
quimiotdcticos atraen a neutrofilos polimorfonucleares (Blasco y Gamazo, 1994; Blasco

y Barberdn, 1990).

€l genero Brucella ha sido asociado con el aborto al final de la gestacidn, esto es
debido a que la bacteria tiene un tropismo hacia el eritritol, azicar que es secretade
en altas concentraciones durante la gestaciéh y que sirve como estimulante del
crecimiento de algunas especies de Brucells. Durante la colonizacién del dtero
gestante, la bacteria invade el epitelio trofobldstico que envuelve al embrién y se
multiplica dentro de los trofoblastos eritrofagociticos pasando después al epitelio
corioalantoidec y de ahi a los tejidos vecinos, se dice que esta localizacion puede serle
beneficiosa para su crecimiento ya que se ha sugeride que utiliza enzimas y
metabolitos de las partes afectadas, El eritritol se encuentra presente en la placentq
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de vacas, borregas, cabras, y cerdos, pero esta ausente en la placenta de humanos y
roedores (Blasco y Gamazo, 1994; Samartino et al., 1994; Sangari y Agiiero, 1996;
Leonard et al., 1994).

1.2 SOBREVIVENCIA INTRACELULAR

Cuando la bacteria ha sido internclizada en las células fagociticas, comienza la
formacién de un fagolisosoma, en el cual se localizan la mayoria de los compuestos
bactericidas. Los mecanismos bactericidas, como la explosion respiratoria por parte
de estas células del huésped, pueden ser interferidos por este género. Se ha
establecido que 8. abortus puede permanecer en el fagosoma intacto y bloquear la
fusion posterior con el lisosoma. Esto le confiere proteccidn, ante la accién de los
péptidos catidnicos y enzimas liticos presentes en los grdnulos lisosomicos. Se cree
que la cadena O del lipopolisacdride y quizd lipides de ornitina interactuan
directamente con la membrona del fagosoma impidiendo la fusion (Martinez et al.,

1997 Blasco y Gamazo, 1994; Sangari y Agliero, 1996; Ordufia et al., 1994).

S5e sabe que B. abortus sintetiza nucleétidos que probablemente actien en la
membrana del fagosoma y que inhiban la fusién fago-lisosoma por la liberacién de
purinas como extractos de la 5° quanosina monofosfate y adeninas, por inhibicién de la
mieloperoxidacion hialida. Diversos autores relacionan la liberacion de purinas y la
presencia de la cadena O de! lipopolisacdrido a la sobrevivencia; ya que se ha
observadoe que las cepas lisas de 8. abortus (cepa 2308) son mds resistentes a la
destruceién intracelular en células fagociticas y son mds resistentes a la accién de

sustancias bactericidas contenidas en el lisosoma,




Brucella resiste al efecto de intermediarios del oxigeno, peréxido de hidrégeno y
radicales hidroxilos, formados en los fagocitos durante la explosién respiratoria que
acompafia a la fagocitosis para la destruccién de las bacterias ingeridas. Se conoce
que la superdxido dismutasa (SOD) y la catalasa, son enzimas que se han encontrado
en Brucella 'y que se integran en el mecanismo de defensa que desarrollon algunos
microorganismos frente a la toxicided oxidativa. Un hailazgo importante, es que la
suplementacién con hierro a cultives de macréfages, aumentan la actividad
bactericida contra el agente, pero 8. abortus tiene un sideréforo, el 2-3- dcido
dihidroxibenzoico, por medio del cual capte el hierro, el cual es requeride por el
macréfago para la generacidn de radicales hidroxilos antibrucela, asi como para la
depuracién de reactivos intermedios del oxigeno, lo que le permite a la brucela
sobrevivir en el macrdfago (Sangari y Agiiero, 1996; Ordufia et al., 1994; Leonard et
al., 1994;5tevens et al., 1994; Stabel y 5ha,1994).

Una vez que la brucela ha entrado en un animal, esta infecta varios tipes de fagocitos
no profesionales incluyendo a los del endocardio, cerebro, articulaciones y huesos. De
acuerdo a maltiples observaciones 8. abortus es incorporada dentro de los fagosomas
y perinanece en campartimentos membranales hasta que la célula hospedera muere. En
fagocites no profesionales Brucelle es localizada en estructuras semejantes al
reticulo endopldsmico (RE)en donde se replica intracelularmente. Recientes evidencias
indican que es transportada a través de la via autofdgica antes de la acumulacién en el

RE (Arenas et al., 2000; Pizarro et al., 1998).

Los macréfagos son particularmente importantes para la sobrevivencia y la
diseminacion de la Brucella durante la infeccién. El transparte intracelular de Brucella

en esas células no ha sido totalmente caracterizado. Los resultados mostrados por




Arenas et al. (2000), indican que pronte después de la internalizacidn, Brucella altera
el transporte hacia compartimentos hidrolitices y previene la fusién con los
endosomas formados. Sin embargo la bacteria no previene la acidificacién del

fagosoma y sobrevive en vesiculas que no se asemejan a estructuras de! ER.

1.3 PROCESC INMUNE

La resistencia del huésped a pardsitos intracelulares, esta asociada al desarralle de
una inmunidad mediada por células y por la activacién de macréfagos para resistir la
replicacion bocteriana. Ambos fendmenos son controlados por la produccidn de
citocinas, que funcionan como activadores de macrdéfagos y que algin defecto en su
produccion aumenta el riesgo de infectarse, por ejemplo, se ha demostrade que
algunos pacientes con brucelosis tienen defectos en la produccion de interferdn gama

{Gross et al., 1998).

Las células que han fagocitede Brucella procesan en los fagolisesomas los antigenos
bacterianos, presentdndolos en su superficie junto al complejo principal de
histocompatibilidad del tipo II, el cual es reconacido por el linfocito Th, estimulando
la liberacién de Interleucinas (IL) como la ILZ vy el interferdn gama {INF y) que son
potentes estimuladores de la capacidad bactericida de la célula fagocitica. EILPS y las
proteinas de lo membrana externa de cepas lisas, contribuyen a la activacion de la
respuesta inmune. Una vez que la bacteria ha penetrado en el organismo, invade
primero los nddulos linfdticos regionales; una vez que ha vencido esta barrera del
sistema inmune, se disemina por la via linfdtica o por la via hemdtica al higade, bazo y
genitales. Se conoce que en la infeccion cousada por B abortus, ésta se aloja

primariamente en las células fagociticas, estimulando a mds fagocitos a migrar debido




a que sus componentes, sus productes y su interaccién con componentes séricos son

guimiotdcticos. Si la bacteria resiste el ataque del sistema inmunitario, se establece
la infeccidn cronica, disemindndose a Yos diferentes drganos antes descritos, pero en
particular, en esta especie se ha demostrado que la cepa virulenta lisa evita la fusion
fago-lisosoma y que se replica mds eficiente de forma intracelular que alguna otra

cepa atenuada (Ordufia et al., 1994; Blasco y Gamazo, 1994; Pizarro et al. 1997).

1.4 VACUNACION

La vacunacién tiene que ser considerada como una herramienta importante para
bloquear la diseminacién de la brucelssis entre los animales. En nuestro pais y de
acuerdo a lo establecido en la Norma Oficial Mexicana (NOM-041-Z00-1995) la
vacunacion de ovinos, se realiza con B. melitensis Rev 1, que es una vacuna viva
atenuada proveniente de la cepa virulenta 8 melitensis 6056, biovariedad 1 que se
revirtié hasta lograr escasa virulencia y que por clonacion se obtuvoe esta cepa

dependiente de estreptomicina para su crecimiento, Se utiliza en dos dosis de acuerdo
a la edad. Las hembras de 3 a 4 meses de edad se vacunan con dosis clasica de 1 x 109
unidades formodoras de colonias por mililitro (UFC/mb), mientras que las hembras
adultas reciben una dosis reducida de 1 x 105 UFC/ml, ambas son aplicadas por via

subcutdnea (Soberdn, 1997: Blasco, 1998).

En los iltimos afios ha surgido gran interés en la seleccidn de cepas mutantes
derivadas de cepas virulentas como ia 2308 de Brucella abortus. Las mutantes
seleccionadas carecen de la cadena O, por lo cual se les considera como cepas rugosas.

Las principales caracteristicas de estas cepas es la estimulacién de una respuesta




inmune protectora, la corta sobrevivencia que tiene dentro del animal y una nula
reversion a su virulencia. En el caso de la vacunacidn con cepas rugosas una ventaja s
que no provacan una respuesta humoral que interfiera con el diagndstico a través de
pruebas oficiales. La vacuna RB51 se obtuvo de la cepa de 8. abortus 2308 por medio
de varios pases en medios con penicilina y rifampicina siendo de esta forma atenuada y
no reverfible, convirtiéndola en unha opcidn para la diferenciacién de animales
vacunados de infectades (Pérez, 1997:Cheville et al., 1993; Brunet, 1997), Debido a la
déesventaja que presenta la Rev 1 en cuanto g la interferencia con el diagnéstico, la
utilizacién de la RB51 provee un grado de atenuacidn que causa la colonizacién de la
Brucella por pocas semanas en los animales, lo que les permite desarrollar una buena
respuesta inmunoldgica. La RB51 (R= rugesa, B=8rucellay 51 por la nomenclatura de un
laboratorio de referencia internacional), ha sido aprobada para su uso como vacuna
oficial en Estados Unidos reemplazando o la cepa 12 y se ha utilizado en varios paises
incluyendo México. En estudios realizados en ratones también indican que la RB51 es
capaz de proteger contra la infeccion con 8. abortus, 8. melitensis, 8. suisy 8. ovis.
Aungue en estudios en ovines no se considera que de una buena profeccién contra 8.

ovis, por si sola (Brunet, WHO).

A través de manipulaciones genéticas de la cepa virulenta de 8. abortfus 2308 se han
lograde desarrollar cepas rugesas que son mutantes por transposicién, esto es por
medio de técnicas que interrumpen los genes que participan en la sintesis del LPS y
especificamente de la sintesis de lo cadena O. Las caracteristicas de atenuacidn de
estas cepas resultantes, dependen del gen o genes que son interrumpidos. Estas
técnicas pueden ser de utilidad para la generacién de mutantes rugosas de cualquier
otra cepa lisa de 8 melfitensis, B. abortus o B. suis. Las cepas resultantes pudieran ser

candidatos efectivos en la vacunacién, por lo que la cepa rugesa mutante conocida




como rfbK esta siendo probada para ser aplicada come opcién en el futuro para la

vacunacidn de ovinos (Pérez, 1997 Brunet, 1997).

2. JUSTIFICACION

Se ha observado que en nuestro pais, la infeccién por el género Brucefla sucede con
mayor frecuencia en gente que trabaja en el campo o que consume productos
provenientes de animales infectados. La brucelosis ovina es una enfermedad endémica
en México, que tiene un gran impacto tanto en la economia nacional como en salud
publica porque provoca una importante disminucion de la produccién y por ser una
zoonosis; en los ovinos es causada principalmente por 8 melitensis. Hoy en dia, en
nuestro pais, su distribucién es amplia y no se han desarrollade de forma sistemdtica
trabajos de prevencién, es por ello que se debe de establecer un programa de
vacunacién efectivo para controlar la enfermedad. El use de nuevas vacunas en ovinos
pudiera ser una estrategia a probar, la vacuna aceptada por la NOM en ovinos es 8
melitensis Rev 1, pero tiene la desventaja de inducir anticuerpos que interfieren en el
diagndstico cuando se realiza la pruebe de tarjeta (PT) hasta ocho meses despues de
la vacunacién; por lo cual es dificil diferenciar los anticuerpos producidos contra la
Brucella por vacunacién o por infeccion, ademds de que es potencialmente infectiva,
Las vacunas de brucelas que carecen de la cadena O, llamadas cepas rugosas, como la
RB51 y la ~fBK pudieran ser una opcion, ya que al carecer de ello, los anticuerpos que

se producen después de la aplicacidn no interfieren en el diagndstico seroldgico.



como rfbK esta siendo probada para ser aplicada eomo opcidn en el futuro para la

vacunacion de ovinos (Pérez, 1997; Brunet, 1997),

2. JUSTIFICACION

Se ha observado que en nuestro pais, la infeccién por el género Brucefla sucede con
mayor frecuencia en gente que trabaja en el campo o que consume productos
provenientes de animales infectados. La brucelosis ovina es una enfermedad endémica
en México, que tiene un gran impacto tanto en la economia nacional como en salud
publica porque provoca una importante disminucién de la produccion y por ser una
zoonosis; en los ovinos es causada principalmente por 8. melitensis. Hoy en dia, en
nuestro pais, su distribucién es amplia y no se han desarrollado de forma sistematica
trabajos de prevencion. es por ello que se debe de establecer un programa de
vacunacién efectivo para controlar la enfermedad. El use de nuevas vacunas en ovinos
pudiera ser una estrategia a probar, la vacuna aceptada por la NOM en ovinos es 8.
melitensis Rev 1, pero tiene la desventaja de inducir anticuerpos que interfieren en el
diagnéstico cuando se realiza la prueba de tarjeta (PT) hasta oche meses después de
la vacunacién, por lo cual es dificil diferenciar los anticuerpos preducides contra la
Brucelia por vacunacién o por infeccidn, ademds de que es potencialmente infectiva,
Las vacunas de brucelas que carecen de la cadena O, llamadas cepas rugosas, como fa
RB51 y la r/BK pudieran ser una opcidn, ya que al carecer de ella, los anticuerpos que

se producen después de la aplicacidn no interfieren en el diagnéstico seroldgico.
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2.1 HIPOTESIS

*  Las borregas adultas vacunadas con las cepas rugosas de 8. abortus RB51y rfbK
tendrdn una mayor proteccidn que las vacunadas con 8. melitensis Rev 1 a dosis

reducida, al ser desafiadas experimentalmente con 8. melitensis cepa 133 biotipo 1.
2.2 OBJETIVOS

General:
Comparar la proteccidn conferida por las vacunas 8 melitensis Rev Y, B abortus
RBS1% y 6K’ en borregas al ser desafiadas experimentalmente con la cepa de campo

8. melitensis 133,

Especificos:

« Determinar si una dosis de 2 x 108 UFC/ml de la vacuna RB51, por via subcutdnea,
confiere proteccion en borregas ante el desafio experimental con 8. melitensis.

«+ Establecer si la aplicacién subcutdnea de una dosis de 4 x 108 UFC/ml, de la vacuna

rfbK, confiere proteccién en borregas ante el desafio experimental con 2.

melitensis.
« Ewvaluar si la vacuna Rev 1, aplicada por via subcutdnea a una dosis de 1 x 105

UFC/ml, confiere proteccidn en borregas ante el desafio experimental con 2.

melitensis.

¥2| aboratorio PRONABIVE ,  Texas A&M University
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+ Evidenciar la respuesta inmune humoral posterior a la vacunacion por medio de la
prueba de tarjeta al 3% y la téenica de ELISA indirecto utilizando antigenc rugoso
y liso.

e Conocer la respuesta inmune celular tomando como indicativo la prueba de

hipersensibilidad tardia.




3. MATERIAL Y METODOS

3.1 ANIMALES ESTUDIADOS

Se trabajé con 64 borregas de raza Ramboillete, seleccionadas con los siguientes

criterios de inclusién y exclusion.

3.1.1 Criterios de inclusién :

Con mds de afio y medio de edad

Negativas a laPT

Que no hayan sido vacunadas contra Brucella

Animales que provengan de un hato negativo a la enfermedad

3.1.2 Criterios de exclusion :

Con menos de afio y medio de edad

Sospechosas o positivas a la PT

Que se hayan vacunado contra Brucella

Animales que provengan de un hato positive a ia enfermedad

Grupos formados

De los 64 animales se formaron aleatoriamente cuatro grupos, cada uno compuesto de
16 animales.

Grupo 1: Se considerd como testigo negativo y se les inyecté un placebo de 2 mi de
solucién salina fisiolégica (SSF) por via subcutdnea. En este grupo no hubieren

animales gestantes.




Grupo 2 : Animales que se vacunaron con 2 mi de 8. gbortus RB51 a una dosis de 2 x

8 . .
107 UFC/ml aplicados subcutdneamente. En este grupo existieron 5 animales

gestantes,

Grupo 3 : Animales que se vacunaron con 8. aborfus rfbK a una dosis de 4 x 108

UFC/m| aplicados subcutdneamente (vacuna experimental que se obtuve por donacién
del Dr. Gary Adams de Texas A&M University, Lote 221057). En este grupo existieron

7 animales gestantes.

Grupe 4 : Animales que se vacunaron con 1 ml de Rev 1 a dosis reducida de 1 x 105

UFC/ml En este grupo hubo dos animales gestantes.
3.1.3 SINCRONIZACION DE CELOS

Se sincronizo el celo de todas las hembras con esponjas vaginales que contenian 40 mg
del progestdgeno acetato de Fluorogestona y al términe de doce dias se retiraron las
esponjas y se les aplicd 700 UL de Folligon® (gonadotropina PMSG)
intramuscularmente. A los dos dias posteriores se les inyectaron 2 ml de Lutalyse
(prostaglandina F2x)® para que se estimulara la ovulacién. La relacién macho -

hembras fue de 1 - B respectivamente.

" Laboratorio Intervet
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3.1.4 ALIMENTACION

Debido a que los animales ol llegar estaban bajos en peso, se les dio por 30 dias una
dieta cuya composicion les otorgé: 89.5% de Materia seca, 2.3% de Energia
Metabolizable, 16% de Proteina eruda, 0.73% de Calcio, 0.32% de Fésforo y 17% de
Fibra cruda. La dieta consistié en una mezela de: Alfelfa molide, Sorgo melido,
Rastrojo de maiz molide, Soya, Sal molida, Harina de huese y Carbonato de Calcio. Se

dio aproximadamente 2.5 kg por animal .

La dieta de mantenimiento para los dias posteriores, contuvo les mismos ingredientes
pero en diferente proporeidn, la cual contenia un 10 % de proteina y 2.4 megacalorias
de energia metabolizable. Se dio aproximadamente 1.2 kg por animal, durante ese

tiempo.

3.2 DETERMINACION DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS
DE CADA YACUNA

A las tres vacunas se les realizé un conteo de UFC/mi mediante la técnica de Miles y

Misra. De cada vacuna se hicieron diluciones décuples en SSF, se comenzd desde una
solucién concentrada hasta llegar a una dilucién de 1 x 10-9. De cada suspension, se
inocularon por duplicado 20 (M en placas de agar brucela, se incubaron a 37 € por diez
dias con 5 o 10% de CO7 . Se realizé el conteo y se determing el nimero de UFC

tomando solo las cajas que tenian de 50 a 200 UFC (Alton, 1988).




3.3 ESTUDIO SEROLOGICO

Se colectaron muestras de sangre de todos los animales por venopuncidn en la yugular
con el sistema vacutainer al dia O, que fue antes de vacunar y a los dias 15, 30, 60,
90, 120, 150, 180 y 210 posteriores a |a vacunacidn. Después de! dia 210 se desafiaron
los cuatro grupoes, recolectdndose muestras sanguineas para obtener el suero a los 15,
30, 45 y 60 dias. De estos sangrados se obtuvo el suero que se mantuvo en

congelacién hasta el momento de ser utilizados.

De los sueros obtenidos de cada muestreo se detectd por medio de la técnica de
ELISA indirecto a los anticuerpos producides contra el antigeno de cepas lisas y

rugosas, realizdndose también la PT al 3 % (Diaz et al.,1999: Blasco etal., 1994b).

3.3.2 PRUEBA DE TARJETA AL 3%

Esta téchica se realizé sobre una placa de vidrio cuvadriculado a manera de que se
puedan hacer hasta 20 pruebas a la vez. El antigeno que se utilizé fue uno amortiguado
estable de la cepa 1119-3 de Brucella abortus con una concentracidn del 3% que se
utiliza en los ovinos, en un amortiguador de lactato a un pH de 3.5, tefiido con rosa de

bengala®.

La técnica se realizé como se describe a continuacion:
1. Se descongelaron los sueros problema y los sueros controles (pasitivo y negativo), el

antigeno refrigerado se dejo a temperatura ambiente por 15 minutos.
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2. Se depositd una cantidad de 30 4 por placa seleccionada del suero problema y la

misma cantidad del antigeno.

3. Se mezcla el suero con el antigeno con un aplicador o agitador, se imprime a la placa

un ligero movimiento rotatorio.

A los cuatro minutos después se realizé ia lectura en una caja con fondo negra (Diaz

et al., 1999 Mancera 2001).

3.3.2 PRUEBA DE ELISA INDIRECTA

Esta técnica se realizé en microplacas de poliestireno de fondo plano. El antigeno que
se utilizé fue el LPS de 8. melfitensis que previamente fue titulado para conocer la
concentracién mds adecuada para su uso. El LPS se diluyé en una solucién amortigua-
dora de carbonatoes, 0.06 M a pH 2.6. Para obtener una adsorcién pasiva del antigeno
se adicionaron 100 de la solucién del LPS diluido a cada pozo de la microplaca y se
incubé por 24 hs a 37C. El antigeno que no fue adsorbide se elimind mediante tres
lavados con una solucién amortiguadora de fosfatos 10mM pH 7.2 con 0.05% Tween
20 (PBS-Tween 20), posteriormente las placas se cubrieron con pldstico adhesivo y se
almacenaron a 4 C. Con los sueros obtenidos de los diferentes muestreos se hicieron
diluciones de 1:100, 1:200, 1:400 y 1:800 para conocer la concentracién mds adecuada

para 5uU uso,
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La técnica se realize come se describe a continuacion:

1. Una vez que se pegé el antigenc a las microplacas se utilizé una solucion
bloqueadora de leche descremada al 2% en PBS, con la finalidad de ocupar sitios

en donde no hubo adsorcidn del antigeno. La solucién se dejo por 60 mina 37 C.

2. Se realizaron 4 lavades a las microplacas con PBS-Tiween 20.

3. Se adicionaron 100 (A del suero problema por duplicado, diluide 1:200 en PBS, en

cada pozo, incubando las microplacas durante 60 mina 37 C.

4. Se realizaron 4 lavados a las microplacas con PBS-Tween 20.

5. Una vez seca la microplaca se agregaron 100 w1 de conjugado diluide 1:1000, en
cada pozo, se utilizé proteina & conjugada con peroxidasa’. Se incubo por 60 mina

37C

6. 5Se realizaron cuatro lavados con PRS- Tween 20.

7. Se colocaran 100 (4 del sustrato a cada pozo y se incubé por 15 min. a temperatura
ambiente en agitacién moderada . Como sustrato se empleo el dcido 2-2 azinobis 3-
etilbenzotiazolina sulfénico® , 5.5 mg en 50 ml de solucién amortiguedora de

citrato 0.05 M pH 4, mds 19 i de H:0; al 1.2%.

7 Immunopure ®, loboratory PIERCE
8 ABTS SIGMA Chemical Co.




Posterior o esta incubacidn se realizé una lectura de manera inmediata @ una longitud
de onda de 405 nm en un espectrofotdmetro multiple’, provisto de un impresor de

datos (Bautista y Ochoa, 2001; Alfonseca et al., 1995; Alfonseca, 1998).

3.4 PRUEBRA DE INTRADERMOREACCION

La inmunidad celular se determind por la respuesta a la aplicacién de una brucelina
comercial {extracto proteico de Brucefld) elaborada por Rhéne-Mérieux (Lyen,
Francia) a una dosis de 0.1 ml/ animal de manera intradérmica en la tabla del cuello.
Para realizar esta prueba se rasuré una parte del cuelle del animal de
aproximadamente de 5 x 5 cm. La respuesta celular fue determinada por la medicion
del grosor de la piel del animal con un Vernier antes de la aplicacion y 48 hs después
de la misma. La prueba se considerd positiva cuando hube un incremento de por lo
mencs el 20% sebre el valor inicial de la medicién (Cheville et al, 1993; Blasco et al.,

1994a). La prueba se realizé a los 45 dius posvacunacién.

3.5 DESAFIO

Al dia 210 posvacunacién todos los grupes fueron expuestos a una infeccién
experimental con 8. melitensis 133, biotipo { a una dosis de 1 X 10° UFC/ml por via
conjuntival. Esta cepa proviene de un aislamiento logrado a partir de cabras
infectadas de Torredn, Coahuila y ha sido usada como cepa de desafio en anteriores
trabajos (Soberdn, 1997). Para confirmar la virulencia de esta cepa, antes del desafio,
se le dio un pase inoculando a dos cabras de las cuales se recuperd o la bacteria del

bazo. Antes del desafio los animales fueron alojados en unidades de aislamiento que
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cuentan con 8 corrales separados entre si. Cada uno estd cerrado totalmente y cuenta
con comedero y bebedero. El piso es de cemento con una inclinacién de 3° para su
desagiie. Las Unidades tienen un sistema de ventilacién interna que permite que los
gases de las excretas de los animales se eliminen. Los animales se mantuvieron aqui

hasta su sacrificio, que fue a los dos meses posteriores ol desafio.

3.6 ESTUDIO BACTERIOLOGICO

Todos los animales fueron sacrificados a los dos meses posteriores al desafio
experimental con B melitensis y se obtuvieron de estos cnimales muestras de
linfonodos submaxilares, preescapulares, retromamarios y mesentérices, asi como de
bazo, gléndula mamaria y itero. De los animales gestantes se colectaron las placentas

y los fetos.

A los érganos y tejidos se les adicioné SSF y fueron macerados mecdnicamente'” en
bolsas de polietileno gruesas. De cada muestra se inoculé por duplicado en placas de

medio de Farrell y se incubaron a 37 € por 10 dias con y sin CO-.

Para la identificacion de las colonias sospechosas se realizaron pruebas bioquimicas
de TSI (triple azdcar y hierro), SIM (indol, matilidad y deido sulfhidrico), urea,
citrato y de crecimiento en colorantes como: Tionina a diluciones de 1:25 000, 1:50
000, 1:100 000; Fucsina a diluciones de 1:50 000, 1:100 000 y Safranina a una dilucisn
de 1:10 000 en placas de agar brucela, asi como crecimiento en presencia de

estreptomicina y penicilina (Alton, 1988). Para confirmar la produccién de dcido

1° Stomacher 400 Laboratory Blender
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sulfhidrice se utilizaron tiras de papel impregnadas con acetato de plomo en tubos

inclinados de agar brucela.

Para la diferenciacién de cepas lisas y cepas rugosas se utilizd la tincién con cristal

violeta a una dilucién de 1:40 y la prueba de acriflavina.

Para la identificacién de la cepa RB51 se observd su c¢recimiento en presencia de

Rifampicina.

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

De acuerde al tipo de estudic y dada lo naturaleza de las variables, éstas se
sometieron a un andlisis estadistico descriptivo y a un andlisis de varianza para un
modelo factorial (vacunacién y tiempo posterior a la vacunacidn) en el paquete

estadistico Mend { Olivares, 1997).

3.8 UBICACION DEL ESTUDIO

Durante todo el experimento, los animales se mantuvieron en las instalaciones del
CENID Microbiologic, dependencia del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Las muestras que se obtuvieron de los
anitmales se pracesaron en el Laboratorio de Bacteriologia de este Instituto y en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de fa

UNAM.
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4. RESULTADOS

4.1 SINCRONIZACION DE CELOS Y GESTACION

La sincronizacién de celos y el pregrama de empadre empleado dio como resultade un
21.87% de gestaciones del total de las hembras. En el grupo vacunado con RB51, hubo
un 31.2% (5 de 16 animales) de borregas gestantes las cuales no abortaron,
registrandose en el dia del parto una mortandad del 60% (3 de 5 animales) de los
corderitos. En el caso del grupo vacunado con r7EK hubo un 43.7% (7 de 16
animales)de borregas gestantes en los cuales se presenté un 625% (5 de 8
corderitos) de mortandad en los recién nacides, uno de ellos murié por fracturas
provocadas por la madre. En este grupo, un 14.28% (i de 7 animales) de los animales
gestantes aborts en el tiempo posterior a la vacunacion, recuperdndose de el feto una
cepa rugosa que dio reaccidn positiva en la prueba de acriflavina. En el grupo vacunado
con Rev 1 solo 2 animales quedaron gestantes y no abortaron, representando un 12.5%
{2 de 16 animales), con una mortandad del 33.33% (1 de 3 corderitos) de los recién

nacidos. En el grupo contral no hubo animales gestantes.

4.2 CONTEO CELULAR DE LAS VACUNAS

Los resultados de la cuenta bacteriana en UFC/mi de las tres vacunas utilizadas fue la

siguiente:

e Revl: 1x10°UFC/mi
o rfBK: 4 x10° UFC/ml y
« RB5L: 2 x10% UFC/m



4.3 ESTUDIO SEROLOGICO
4.3.1 PRUEBA DE TARJETA AL 3 %

En la gréfica 4.3.1.1 se observa al grupo vacunado con Rev 1 que mostré un 93% de
animales positivos a los 15 dias posteriores o la vacunacién, porcentaje que descendié
gradualmente después del dia 90. Posterior al desafio se observd seroconversidn en
los cuatro grupos de ovinos en el muestreo realizado a los 15 dias. En el caso del grupo
vacunado con RB51 a los 30 dias posdesafio, se observé que el mdximo porcentaje de
seroconversién (87.5%) correspondié a 14 animales y esto se mantuve hasta el
sacrificio, dos (12.5%) de los animales de este grupo no seroconvirtieron . En el grupa
vacunado con rfEK se observs que un 18.7% (3 animales) de fos ovinos fueron positivos
a los 60 dias posteriores a la vacunacion mientras que un ovino (6.25%) fue positivo
desde el dia 15 haste el dia 120, manteniéndose negativos los animales restantes hasta
el dia 210 (desafio). En [os muestreos posteriores al desafio, a los 15 dias el 31.2% (5
animales) seroconvirtié y a los 30 dias el porcentaje auments a 93.8% (15 animales),
un animal de este grupo (6.2%) no seroconvirtid. En cuanto al grupo testigo negativo se
puede observar que ningdn anirﬁal seroconvirtio antes del desafio y que todos lo

hicieron posterior al misma.

4.3.2 ELISA INDIRECTO UTILIZANDO COMO ANTIGENO LPS DE B

melitensis.

Como se puede apreciar en la gréfica 4.3.2.1 el resultade méds sobresaliente es el del
grupo vacunado con Rev 1, notdndose una lectura mds alta de densidad dptica (DO) a

los 30 dias pesvacunacion, pesteriormente la DO disminuye. El grupo vacunado con Rev
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1 tuvo una diferencia estadistica siginificativa (p<0.05) con el grupoe control en los
dias posteriores a la vacunacidn. En esta gréfica se muestran solo los valores de DO al

inicio y al final del tiempo posterior a la vacunacion de los grupos vacunados con RB51

y rfbK

En el tiempo posterior al desafio experimental con & melitensis (gréfica 4.3.2.2) se
puede observar que el grupo vacunade con Rev 1, mostrd una DO superior a los demds
grupos desde el dia 15 posdesafio. En cuanto al grupo control, este mostré su mdximo
valor de DO a los 60 dias, mientras que los grupos vacunados con RBS1 y rféK no

mantuvieron valores alttos.

Al realizar el estudio estadistico y al compararse los cuatro grupos de ovinos
estudiados se encontré que el grupo de Rev 1 no tuvo diferencia estadistica
significativa (p<0.05), con el control, pero si con los grupos vacunados con cepas
rugosas. El grupe control tuvo diferencia estadistica significativa (p<0.05), con el
vacunado con ~fBK pero no con el de RB51, mientras que entre los grupos vacunados

con cepas rugosas no hubo diferencia estadistica significativa (p<0.05).
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Gréfica 4.3.1.1 Porcentajes de sueros positivos a la prueba de tarjeta, en cuatro

grupos de avinos, posterior a la vacunacidn y al desafio con Brucella melitensis.
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6réfica 4.3.2.1 Promedio de los valores de densidad dptica por grupo de ovinos
del ELISA indirectc a 405 nm, usando como antigeno LPS de &

melitensis, en muestreos posvacunacion.
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Gréfica 4.3.2.2 Promedio de los valores de densidad dptica por grupo de ovinos
del ELISA indirecto a 405 nm, usando como antigeno LPS de &
melitensis. Muestreas posdesafio experimental con 8 melitensis.
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4.3.3 ELISA INDIRECTO UTILIZANDO COMO ANTIGENO CELULAS
COMPLETAS DE 8. abortus CARENTES DE CADENA O.

En la grafica 4.3.3.1 se observa que en la prueba de ELISA indirecto en la que se
usaron células completas de 8. abortus carentes de cadena O como antigeno (RB51),
los grupos vacunados con RB5Bl y rfBK no mostraron diferencia estadistica
significativa (p< 0.09) entre ellos, pero si con el grupo control. Ei grupo vacunado con
RB51 muestra desde los 15 dias posteriores a la vacunacidn un valer alto de DO que
desciende al dia 60 y que a partir de ese dia aumenta graduaimente su valor hasta
liegar al dia 180 donde comienza a descender paulatinamente, La misma tendencia se
observo en el grupo vacunado con rfbK, mientras que en los grupos de Rev 1y el
control se mantuvieron con valores de DO bajos, aunque el de Rev 1 al dia 210 aumento

con respecto al muestreo del dia cero.

En el tiempo posterior al desafio (grdfica 4.3.3.2), el grupo control tiene un mayor
valor de DO a los 60 dias al igual que los grupos vacunades con cepas rugosas, mientras
que el grupo Rev 1 tiene su valor mds alto de DO al dia 45 en el cual comienza a
descender. El andlisis estadistico mostré que entre los dos grupes vacunados con
cepas rugosas no hubo diferencia estadistica significativa (p<0.05). Entre el grupo
rfBK y los grupos formades por Rev 1y control se encontrd diferencia estadistica
significativa (p<0.05). El grupo RB51 no tuve diferencia ol compararse con el grupo
control, pero si con el de Rev 1, mientras este dltimo tuvo diferencia estadistica

significativa (p<0.05) con los grupos de control, RB51 y rfbK.




Gréfica 4.3.3.1 Promedio de los valores de densidad éptica por grupe de ovinos
del ELISA indirecte a 405 nm, usando como antigeno células completas

de RB51, en muestreos posvacunacisn.
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Gréifica 4.3.3.2 Promedio de los valores de densidad dptica por grupo de ovinos
del ELISA indirectc a 405 nm, usando como ontigeno células completas
de RB51. Muestreos posdesafio experimental con 8. melitensis
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4.4 PRUEBA DE INTRADERMOREACCION (IDR)

Los resultados de la lectura se observan en la grdfica 4.4.1. El grupo testigo negativo
presentd un 18.10% (2 de 16 animales) de reaccidn a la prueba, mientras que ios tres
grupos vacunados pasaron del 8B0% de reactores. Las diferencias en porcentaje entre
los grupos al dia O (muestreo basal) y a las 48 hs posteriores se observan ¢laramente
en el cuadre 4.4.1. El andlisis estadistico mostre que entre los grupos vacunados (Revl,
RE51 y rfBK) no hubo diferencia estadistica significativa (p<0.05), mientras que el
grupo control al ser comparado con cualquiera de los tres grupos vacunados se

encontré diferencia estadistica significativa (p<0.05).

Cuadro 4.4.1 Promedio en porcentaje de las lecturas de Intradermoreaccién al
muestreo basal y a las 48 hs posteriores de la aplicacién de la brucelina en las cuatro

grupos de ovines estudiados.

5 o

#

“Basal O hs

48 hs 0.273
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Gréfica 4.41 Porcentaje de reactores por grupo de ovinos a la prueba de
infradermoreaccién realizada a los 60 dias posvacunacién.
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4.5 ESTUDIO BACTERIOLOGICO

4.5.1 ALSLAMIENTO DE LA CEPA DE DESAFIO

Se logrd el aislamiento de 14 cepas de 8. melitensis de los cuatro grupes de animales
desafiados. Los porcentajes de dislamiento de la cepa de desafic se observa en el

siguiente cuadro:

Cuadro 4.5.1.1 Parcentaje de aislamiento de la cepa de desafieo de 8. melitensisen los

ovinos de los cuatro grupos estudiados.

Grups - _ ' | “No. Animales | %
. ' .. positivos
Control negativo 7de 16 ~ 43.75
Rev1 2de 16 125
RE51 3detb 18.75
RFEK 2de 16 125

De las cepas vacunales utilizadas en este experimento no se consiguio aislomiento
alguno a excepcién del aislamiento de una cepa rugosa del feto abortado por una
borrega del grupo vacunado con rfbK, sugerente a la vacunal. De ninguno de los

corderitos estudiados se togré recuperar ninguna cepa.
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De acuerdo a los resultados del aislamiento que se obtuva de la cepa de desafio de 8.
melitensis en los diferentes érganos y nédulos linféticos estudiados, en la grdfica
4511 se puede apreciar que el érgano a partir del cual se lograron mayores
aislamientos fue e} bazo con un 71.42% del total de los animales de los cuales se logré
aislar la cepa de desafic y que el menor nimero de aislamientos encontrado fue en los

nédulos mesentéricos (21.42%).




Grdfica 451.1 Porcentaje total de aislamientos por érganos y nddulos linféticos de la

cepa de desafio 8 melitensis 133, en los cuatro grupos de ovinos.
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El porcentaje de crecimiento por érgancs de cada grupo se puede observar en el

cuadro 4.5.1.2 .

Cuadro 4.5.1.2 Porcentaje de aislamientos por érganos y nédulos linfaticos de la cepa
de desafio de B melitensis, en cada uno de los grupos (7 aislamientos

en control, 3 enRB51, 2 en rfbKy 2 enRev 1).

sOrganes < ; & ° l.-G;iot‘-"Té{éfigq - Gpo. RBSL % ] Gpo. &po. Rev i %
B ' % | | RfbK%
Bare | 714 | 67 100 50
WMero 0 0 0 o]
Glandula mamaria 0 0 0 C
N. submaxilar 2854 667 50 50
N. preescapular 57.14 100 50 50
N. retromamario 28.57 o] 50 50
N. mesentérico 14.28 333 0 50

4.5.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS

Las reacciones en pruebas bioquimicas para identificar género y especie de las cepas
aisladas (nitrato y urea = positivo, TSI, H.S y citrato= negativo), dio como resultado

la identificacidn de 8. melitensis, en la totalidad de las cepas aisladas.
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4.5.3 CRECIMIENTO E INHIBICION DE LAS CEPAS AISLADAS EN
PRESENCIA DE COLORANTES

De acuerdo a los resultados expresados en el cuadro 4.5.3.1 se observa que en el
medio de cultivo que contenia una dilucién de 1:25 000 de Tionina, ninguna cepa de las
14 probadas crecio en presencia de este colorante. A diluciones de 1:50 000 y 1:100
000 de Tionina el 100% de las cepas aisladas crecieron. En ef medio de cuitivo que
contenia Fucsina se obtuvo un 100 % de crecimiento a las 2 diluciones probadas. En el
medio de cultivo que contenia Safranina solo una de las 14 cepas sembradas no crecid,
esta cepa era de un animal del grupo testige negativo. El resultado de estas pruebas
muestran que todas las cepas aisladas en los diferentes grupos de animales

estudiados, pertenecen a B melitensis, biotipo 1.
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4.5.4 SUSCEPTIBILIDAD EN PRESENCIA DE ANTIBIOTICOS

Cuando las cepas se probaron para su susceptibilidad en medios que contenian
antibidticos (ver cuadre 4.5.3.1) se obtuvo que el 100% se inhibid en presencia de
estreptomicina, mientras que un 92.85% crecié en presencia de penicilina, por io cual
se determiné que pertenecian a la cepa del desafio. Se descarté que fuera la cepa
vacunal Revl debido a que esta crece en Estreptomicina a diferencia de la de desafio

que solo crece en Penicilina.

4.5.5 PRUEBA DE ACRIFLAVINA Y DE TINCION CON CRISTAL VIOLETA

Ei 100% de las cepas probadas no tuvieron reaccién alguna en la prueba de acriflavina,
ni con la tincién con cristal violeta, por lo que se apreciaron colonias blancas e la
abservacién con un microscopio estereoscépico. Los resultados de estas dos pruebas

indican que todas las cepas estudiadas eran lisas (cuadro 4.5.3.1).

40




5, DISCUSION

El porcentaje de gestacién fue mds bajo a lo esperado ya que alcanzé solo el 21.87%,
que se distribuyd en los tres grupos vacunadas. Ningdn gnimal del grupo control
negative quede gestante. De acuerdo a estos resultados no fue posible hacer un
andlisis estadistico de la proteccidn conferida por la utilizacién de las tres diferentes
vacuhas en las hembras gestantes. Este bajo porcentaje de gestacién es debido a que
los machos que se utilizaron en el presente estudio resultarcn ser jovenes

sexualmente inmaduros.,

La prueba mds recomendada en las especies domésticas pare la determinacidn de la
prevalencia de brucelosis es la PT. Esta prueba y la de ELISA indirecto son sugeridas
por la Organizacidn Internacional de Epizootias {OIE) para su uso en el diagndstico de
la brucelosis en ovinos {MacMillan,2000). La PT utiliza un antigeno preparado con
células de 8. abortus que reacciona con anticuerpos tanto producides por un animal
enfermo, que por uno vacunada con Rev 1. 8 abortus y B. melitensis comparten
antigenos, los cuales varian en concentracién en cada una, por lo que los resultados a la
PT son diferentes cuando se prueban en diversas especies animales dando valores
diferentes de sensibilidad y especificidad (Diaz et al, 1999). De acuverdo al trabajo
realizado por Diaz et al., (1999), el diagnsstico se debe de realizar por especie animal,
utilizando una concentracidn celular del 8% del antigeno cuando se trata del ganade

bovino, mientras que en los caprinos y ovinos se utiliza at 3%,
En este estudio a los 15 y 30 dias posteriores a la vacunacidn, mds de! 90 % de los

chimales que fueron vacunades por via subeutdnea con Rev 1, mostraron una reaccidn

positiva a la PTy después de los 60 dias hubo una declinacion gradual del nimero de
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sueros positivos, Resuitades similares son descritos por Delgado et al. (1995) que
vacund 461 hembras con dosis reducida de Rev 1 vy el porcentaje de los sueros
positivos a la PT llegaron a su mdximo al dia 28 posterior a la vacunacién. En México, la
NOM (1995), recomienda la aplicacién de la vacunacién por vie subcutdnea. Sin
embargo, existen opinicnes encontradas sobre la via de aplicacidn, ya que hay
reportes que mencionan que la via conjuntival es una mejor opcidn en el caso de los
ovinos y trabgjos que afirman lo contrario (Delgade et al., 1995). En México se
prefiere la administracién de ia vacuna por vie subcutdnea, principalmente por la
facilidad de su aplicacidn y del mane jo de los animales. Estudios realizados por Diaz et
al, (1999) demuestran que la PT tiene una alta sensibilidad en lo deteccion de los
animales positivos a la enfermedad, lo cual se comprueba en este trabajo, en el que se
demostrd la efectividad de la PT desde los 15 dias posteriores al desafio, donde un
95.75% de los cuatro grupos de ovinos estudiados eran positivos, pero no implica que
estuvieran infectados, puesto que eso solo se pudo comprobar con el diagnéstico
bacteriolégico. La respuesta humoral que se determiné en el tiempo posterior al
desafio, evidenciada al utilizar una prueba mds sensible como es et ELISA indirecto
con LPS de B melitensis, fue mds rapida y mayor en el grupo vacunado con Rev 1,
mientras que en los grupos vacunados con cepas rugosas la respuesta fue menor y mds
lenta. Los resultados en los animales que pertenecian al grupo testigo fueron similares
que los del grupo de Rev 1, solo después del dia 30 posterior ol desafio. Claramente se
comprueba con estos datos que el grupo vacunada con cepa lisa y desafiado
posteriormente con otra cepa lisa respondié mejor en el desafio debido a una
respuesta inmunoldgica de tipo secundaria. El porque no se realizé la prueba de
Fijacién del complemento (FC) en este estudio a pesar de estar recomendada por la
NOM. es con base en un estudio realizade por Blasco et al., (1994b), donde se

comparan las pruebas de FC y PT en borregas, demostrando que la primera es menos
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sensible, por lo tanto en este trabajo se utilizo la prueba de ELISA indirecta porque

es Inds sensible y especifica { Jiménez de Bagliés et al., 1992).

Los grupes vacunados con cepas carentes de la cadena O, como fue la RB51 y la rf8K
no mostraron una reaccién positiva a la prueba de tarjeta, a excepcién de tfres
animales (18.75%) del grupo rfbK que seroconvirtieron, esto tal vez dado por una
respuesta inespecifica a esta prueba debido a la infeccidn por bacterias del género
Yersinia spp. o Salmonella spp. ya que los animales al infectarse con estos
microorganismos producen anticuerpos contra el LPS y pudiera suceder de este modo
el cruzamiento en la PT (Kittelbergera et al., 1995). Los animales dificilmente podrian
tener anticuerpos previos contra la brucelosis, ya que tanto en el muestrec de
seleccidn como en los dos primeros posteriores a la vacunacién, todos los animales de

estos grupos salieron negativos.

En México, la NOM (1995) establece que la vacunacion de ovinos, contra brucelas lisas
sea con 8 melitensis Rev 1, ya que de acuerdo a trabgjos anteriores, se ha
demostrado que las vacunas vivas son las que confieren una mayor proteccidn contra
Brucefla. Sin embargo la vacunacién de ovinos en nuestro pais es casi nula (Diaz ef. al.,
1999} por lo cual se debe tomar concienciea de su importancia y del impacto
socioecondmico que causa; asi como de establecer un programa de vacunacidn estricto

para su control.

De acuerdo a los resultades de las UFC por mi de las vacunas empleadas en este
trabajo, se encontré que eran diferentes las dosis aplicadas a las que se decian
contener en las vacunas estandarizadas, a excepcién de la vacuna Rev 1 que si cumplia
con la concentracidn indicada, implicando con ello que los animales vacunados con dosis

bajas queden con una proteccidn menor.
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La Rev 1 es considerada como la mejor opcidn disponible para fa profilaxis de la
infeccidn por B. melfitensis en los pequefios rumiantes, ya que provoca una sélida
inmunidad contra esta cepa de campo (8. melitensis 133), sin embargo, presenta la
desventaja de inducir anticuerpos contra Brucelia en el tiempo posterior a la
vacunacién, por lo que es imposible durante aproximadamente ocho meses la
diferenciacién entre animales vacunados de infectados cuando el diagndstico se
realiza exclusivamente con base en ta PT al 3% y FC: asf como también puede provocar
abortos en la hembras gestantes e infectar al humano cuando no se tiene el suficiente
cuidado ol manipular la vacuna. Aunque por otra parte, se han realizado estudios
experimentales que han mostrado que la Rev 1 induce inmunidad contra B melitensis
igual o superior cuando se compara con la inmunidad inducida por la cepa 19 que se

utiliza en los bovinos con una dosis reducida (WHO, Brunet, Sales et al., 1992).

En este estudio, la dosis de vacunacién que se utilizé para Rev 1 fue la dosis reducida,
dado que los animales de este grupo eran adultes, fo cual se valida con lo demostrado
en un experimento readlizado por Sales et al., (1992) en donde la dosis de Rev 1
aplicada a niveles de 10° puede ser utilizada en ovinos sin una aparente excrecion del
microorganismo o una reaccidn seralégica prolongada a la PT. En su trabajo al igual que
en el de Delgado et al., (1995), los animales vacunados entre los 73 y 100 dias de
gestacion no abortaron, caso que pudo haberse dado al utilizar la dosis estandar, sin
embargo sugiere Crowther et al. en Sales et al., (1992), que el pasar el nivel de 10°
organismos si pudiera provocar el aborto y causar una seroconversidn pesitiva por
tiempos largos a la PT, por arriba de las doce semanas posteriores a la vacunacién, por
otro lado los trabajos de Nicoletti y Kolar (en Sales, 1992) sugieren que los niveles
que van entre 10° y 10" UFC pueden ser necesarios para inducir un nivel satisfactorio

de proteccién en los ovinos,
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De la totalidad de los animales vacunades con Rev 1 con dosis reducida, solo se logrd la
recuperacién de la cepa de desafio en dos animales, por lo que en este grupo la vacuna
protegié al 87.5% (14 animales), ademds de que las dos borregas gestantes llegaron al
parto sin ninguna complicacién y los productos nacieron en buenas condiciones a
excepcién de un cordero que murié a las pocas horas posteriores al parto. Estos
resultados contrastan a les publicados por Blasco (1997), en los que sostiene que
aunque la dosis mds utilizada y recomendada en animales gestantes sea la dosis
reducida de Rev 1, hecho que se acepta en México, no la recomienda ya que sus
resultados indican que la dosis reducida aplicada sobre todo en los primeros meses de
la gestacidn induce aborto y confiere un grade bajo de inmunidad; situacién que no se

observd en este trabajo.

Los resultados encontrados por Blasco (1997) pueden deberse a las condiciones
propias del desafio e incluse de la cepa utilizada en el mismo, ya que en paises
europeos la cepa mds utilizada para el desafio es 8. melitensis H:38, mientras en el
presente trabajo se utilizé la cepa 8 mefitensis 133, aislada de un caprino en Torredn
y de la cudl se ha demostrado fehacientemente su virulencia (Soberdn, 1997), en este
caso puede ser que existan diferencias patogénicas entre ias cepas y por ello los
resultados encontrados son diferentes. En cuante a la dosis también hay diferencia
ya que en Espafia usan dos logaritmos mds en el desafio (2x107) mientras que en los
ovinos de este experimento se les administro una dosis de 1 x 10° como refieren los
trabajos cldsicos realizados por Alton (1988). Por otra parte se ha observado que en
condiciones experimentales las dosis individuales de 10° de 8. melitensis aplicadas por
via conjuntival, infectan aproximadamente al 90% de los animales desafiados,
mientras que en el presente trabgjo, a la dosis seficlada no se alcanzo el 50% de

infectados en el grupo control, por lo que en préximos trabajos debe de contemplarse




usar unos fogaritmos mds, ya que de acuerdo a los resultados obtenidos por Herndndez
etal. (2001) en un estudie en caprinos, comprobé que con la aplicacién de una dosis de 1
x 10° de la cepa B. melitensis H:38 al desafio, se obtiene mds del 90% de infectados

en el grupo control.

Debe de tenerse en cuenta que esta el problema de la estandarizacién de las vacunas,
Ya que como se observd anteriormente el conteo de las vacunas RBS1 y rfbK fue
diferente a lo que se habia sefialado en un principio. A consecuencia de esto bien
pueden ser los resultades discrepantes entre los paises europeos y los americanos ya
que son diferentes las dosis vacunales en las especies estudiadas, ast como también las
dosis de desafio y cepas utilizadas en el mismo pare la evaluacién de la eficacia

protectora.

En el caso de la vacunacién con rfBK y RB51 , fa estimulacién de la respuesta inmune
humorat se da, pere este tipo de anticuerpos no interfiere con el diagnéstice rutinario,
por este motivo se probaron, para que en un futuro puedan ser opciones en la
vacuhacidn de ovinos en México. A manera de dar a conocer su comportamiente en
cuante a inmunidad humoral en el tiempo posterior a la vacunacidn en los grupos
estudiados, aparte de hacer la PT, se realizé con los mismos sueros la técnica de
ELISA indirecto, en la cual se midié la DO de los anticuerpos producidos por la

vacunacién y cuyos resultados se discutirdn mds adelante.

Trabajos anteriores realizados por Adams et al. (1998), demuestran que estas vacunas
poseen una virulencia atenuada y una limitada sobrevivencia en el huésped, debido a la
represion de la biosintesis completa del LPS, lo que permite una mayor permeabilidad

en la membrana que da paso libre a los péptidos catidnicos y a los productos de la
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fagocitosis ocasionando la rdpida eliminacién de la bacteria por el hospedero. Estos

estudios han sido realizados en bovinos y ratones pero no en ovinos.

Como se ha mencionado las cepas rugosas de 8. abortus pueden ser una alternativa en
la vacunacién en México, para la proteccidn de ovinos y caprinos, ya que la r/8K y la
RBB1 han mostrado ser efectivas en la prevencidn de la brucelosis sin causar
complicaciones seroldgicas y aborto en el ganado bovino. Estudios preliminares indican
que la RB51 y la rf6K pueden también proteger a las cabras contra 8 melitensis
{Soberdn, 1997. WHO). En el presente estudio al probarse estas vacunas en ovinos se
encontrd que la RB51 protegié a los animales del desafio realizado con una cepa de
campo de 8. melitensis en un 81.25% mientras que la rfK protegié en un 87.5%. Al
analizar estos resultados con el mostrado con Rev 1 que protegié en un 87.5% no se
encontrd diferencia estadistica significativa entre los tres grupos vacunados. Aunque
se aprecio que los resultados de Rev 1y rfbK son iguales, en cuanto a proteccion,
sobresale ln primera debido a que en la segunda hubo un caso de abarto. También
existié una buena proteccién de los tres inmundgenos contra la presentacién de la
enfermedad, sin embarge es necescrio realizar mds experimentos enfocados en este

caso, al estudio de proteccion contra el aborto.

Aunque si bien se sabe que la eficacia de la RB51 que ha sido determinada en ovinos,
caprinos y suinos, en carneros, ha fallado en la proteccidn contra 8. ovis, por lo que una
posible alternativa es el uso de vacunas provenientes de 8. melitensis o 8. suis para
este caso (WHQ). De hecho existen experimentos comparativos en ovinos con otras
cepas vacunales vivas atenuadas, tales como la cepa lisa de 8. svis 52 o la rugosa RB51
que por sus resultados han confirmado la excelente inmunidad conferida por Rev 1

{WHO).
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En contraste con los resultados obtenidos en el presente estudio en cuanto a la
proteccién conferida se encuentran los experimentos realizados en cabras, donde la
RB5! fiene un mayor porcentaje de proteccién a comparacién de la rfbK (93% Vs 87%
respectivamente), mientras que si se valida el hecho de que ninguna de las dos produce
anticuerpos que interfieran con el diagndstica (WHO). Un estudic realizade por
Soberén (1997), reporta que la RB5! protege en mas del 90% a los caprinos cuando

son desafiados experimentalmente con & melitensis.

En otros estudios publicados en la Organizacién Mundial de la Salud (World Health
Organization WHO), se muestra que la ~#bK protege mds efectivamente (88%) contra
el aborto en bovinos que la cepa 19 (B0%), caso que se observé en los ovinos ya que de
acuerdo a los resultadas de este trabajo, se obtuve que un animal (14.28%) de los
siete que estaban gesfantes de este grupo abortd protegiendo asi al 83.3%, que
compardndolo con le proteccion de la cepa 19 es todavia mds aceptable, aunque por
otro lado, se deberian de realizar mds experimentos con esta vacuna para ver si este

resultade se repite.

En la prueba de ELISA indirecto al utilizar el antigeno liso se observé que el grupo
Rev 1 fue el que tuvo mayor valor de DO, esto de acuerdo a otros autores se debe ala
propia naturaleza de la vacuna aplicada, ya que la vacuna es hecha a partir de células
completas de 8. melitensisy el antigeno que se utilizé en la prueba fue a base de LPS
de 8. melitensis , por lo que se explica su mdximo valor al dia 30 posterior a ia
vacunacion como al tiempo posterior al desafio, en donde aun cuando obtiene una
mayor DO a los 15 dias no tiene diferencia estadistica significativa (p<0.05) con el
grupo cantrol. Esta reaccién en el grupo Rev 1 se debe a que ya tenia un estimulo

previo (la vacunacién), por lo que el desafio experimental con 8. melitensis provoca una
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respuesta inmunolégica de tipo secundario por las células de memoria. Los valores
alcanzados por Rev 1 en el ELISA indirecto rugoso pudieron deberse a que 8.
melitensis comparte varios componentes antigénicos con 8. abortus y si bien, los
antigenos presentes en las cepas rugosas no son los inmunodominantes en cepas lisas si

estdn presentes.

En la Intradermoreaccién (IDR), el extracto de proteina citoplasmatica de la
brucelina utilizada, que es preparada por un método de extraccion en fric de la cepa
ruéosa B. melitensis 115, es aceptada como el dlergenc mds comin. Come los
componentes proteicos son los mismos en todas las especies de Brucella tanto en la
fase lisa como en la fase rugosa, una amplia sensibilidad para el género Brucefla se
obtiene al redlizar esta prueba (Pouillot et. al., 1997; Bercovich y Ter 1990). Es por
ello que en este estudio se utilizé como indicativo de la respuesta inmune celular. Como
se sabe la Brucella como bacteria intracelular induce tanto una respuesta inmune
humoral como una celular, asi que los ovinos del presente estudio que fueron vacunados
con cualquier de las tres cepas utilizadas, mostraron reacciones positivas ¢ IDR a las
48 hs posteriores a la aplicacién de le brucelina. La recccidn de IDR se midié de
acuerdo a los datos publicados por Blasco et al. (1994a), tomando como reactores
positivos aquellos grupos que sobrepasaban el 20 % de aumento en €l grosor de la piel,
medida con un vernier, a las 48 hs posteriores a la aplicacién del brucelina. Los
resultados obtenidos, claramente demuestran que bajo el anterior criterio los
animales con respuesta mayor al 20 % fueren los grupes de ovinos vacunados, teniende
un mayor porcentaje los vacunados con Rev 1, mientras que en el grupo testigo
negative solo se obtuvo un 18.10% de reactores a la prueba de IDR, esto pudiera
deberse a que la alta sensibilided de esta prueba puede dar falsos positives, ya que en
los primeros muestreos tanto en el de seleccion como en los pesteriares a la

vacunacion todos los animales de este grupo salieron negativeos a la PT (Blasco et. al.,
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1994qa). Se ha descrito que una respuesta mediada por anticuerpos pudiera dar una
lectura errdnea de TDR, pero solo siendo aparente por corto tiempo, por lo que se

recomienda realizar la lectura pasando las 48 hs (Blasco et. al., 1994q).

En cuanto a los resultados de las pruebas bioquimicas, de crecimiento en colorantes y
antibidticos se confirmd que todas las cepas recuperadas pertenecian a la ¢epa de
desafio, ya que de acuerdo a su crecimiento se clasificaron como cepas de 8.
melitensis biatipo 1, que a su vez se diferenciaron de la cepa vacunal Rev 1, ya que esta
aungue tombién proviene de 8. melitensis biotipe 1, se diferencia debido a que no
crece en concentraciones de 20 ug/ml de Tionina y de Fucsina ni en medios con 5
UL/ml de Penicilina, por lo que estos resultados concuerdan con los datos publicados
por Blasco y Barberdn (1990), donde catalogan los diferentes biotipos de 8. melitensis

y hacen la diferenciacién con la cepa vacunal Rev 1.

De acuerdo a los resuttados en este trabajo al evaluar las tres vacunas y su similar
eficacia protectora, ante nuevos proyectos de investigacién una recomendacién seria
la de tomar en cuenta los efectos de la vacunacién en el animal, ya que pudiera ser
importante que se midieran los niveles de algunos productos celulares antes y después
de esta, ya que como es sabido, el IFN y, un factor importante producido por
estimulacién de la inmunidad celular, ha sido reportado como reductor del crecimiento
de Brucella en los macréfagos, sin embargo la activacién del IFN v, por si solo, no
resulta en la total eliminacién de la Brucefla intracelulor. Los datos que se han
presentado sobre citocinas indican que para la éptima resistencia hacia la infeccién
producida por Brucella, las vacunas deben preferencialmente inducir una respuesta
Thi, con la produccién de las citocinas protectoras como IFN vy de la interleucina 2,
mientras que la induccién de la respuesta por Th2 con la produccién de la IL 10 y ia
IL4 producen efecto negativo (WHO). De acuerdo a esto, la vacunacion que se realizd
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en este trabajo, desde el momento de la aplicacidn se estimulé tanto la inmunidad
celular y la humora! que se evidenciaron por la prueba de IDR, para la primera y para
la segunda la PT y ELISA indirecto. Como lo menciona la WHC, para que una vacuna
sea aceptable, debe de demostrar que protege a mds del 80% de los animales

vacunados, hecho que se abservé en los tres grupos vacunados.

Es un hecho que la Brucelosis ovina en México es una enfermedad zoonética, siendo su
unica via de control para su posterior erradicacién, la vacunacion, en combinacién con
el sacrificio de animales positivos. Se debe evitar hacer compras de reposicién o pedir
prestados a sementales o hembras de los que se desconozea su salud. En situaciones
donde por los propios sistemas de preduceidn establecidos se requiera de la compra
de ovinos, se tiene que tomar en cuenta la reclizacién de la PT (se prefiere por rdpida
y econdmica) a todos los ovinos que se quieran meter al rebafio, como una medida de
precaucidn o la prueba de IDR con lo cual se aseguran de que los animales a comprar
no han tenido contacto con la bacteria. Tal come lo cita Blasco y Barberdn (1990), es
controvertido el aspecto epidemioldgico de la brucelosis, ya que de acuerdo a la edad
de los animales, la susceptibilidad ol contagio es mayor cuande estdn cerca de la
pubertad (pasando los 4 meses), es por ello que deberia de tomarse en cuenta este
punto y vacunar a los enimales desde jovenes, en las zonas donde por la alta

prevalencia sea necesario.
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. CONCLUSIONES

E} aislamiento de la cepa rugosa de un feto abortado en el grupo vacunado con rfEK

sugiere que esta vacuna pudiera provocar el aborto y transmitirse al feto.

La aplicacion subcutdnea de las tres diferentes vacunas predujo en este trabajo

una proteccién mayor al BO% en los tres grupos de ovinos.

La PT determina en un 100% a los animales positivos, aunque puede tener reaccién
cruzada con anticuerpos estimulados por otras bacterias de los géneros Yersinia,

Salmonella o E. coli.

E! ELISA indirecto en el que se utilize como antigeno LPS de 8. melitensis permite
diferenciar estadisticamente los grupos vacunados con cepas lisas de las cepas

rugosas, comprobdndose su alta sensibilidad y especificidad.

El ELISA rugose tiene mayor sensibilidod pero baja especificidad.
La IDR mostré una especificidad del 81.9% en el grupo contral no vacunado, por lo
que hay una reaccién cruzada en animales que hayan estado en contacto con etras

bacterias.

Las fres vacunas sobrepasaron el 80% de proteccién que es sugerido por algunos

autores para que sea recomendable su uso en los ovinos.

El bazo es el érgano del cual se logra mayor porcentaje de aislamientos de la cepa

de desafio.
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+ El dtero y la gldndula mamaria no son érganes de predileccidn para la recuperacién

de la cepa de desafio.

+ Se identificaron las 14 cepas recuperadas como 8 melitensis biotipo 1 (cepa 133

del desafio).
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ANEXOS




RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA DE LA PRUEBA DE
INTRADERMOREACCION EN LOS CUATRO 6RUPOS ESTUDIADOS

Valores en mm de la medicion realizada con Vernier a las 48 hs posteriores a la aplicacion
de la brucelina en los cuatro grupos probados.

Trotamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4
Gpo. Control Gpo. RBS1 Gpo. rfEK Gpo. Rev 1
0.6 0.5 045 04
0.25 03 0.3 03
0.25 07 0.4 0.5
03 085 0.55 0.8
Q.25 0.4 0.6 0.55
0.3 03 05 07
.35 08 [¢1:] 09
025 04 04 0.55
0.2 055 04 05
0.25 0.3 05 0.35
0.35 0.5 0.4 05
0.2 04 0.4 0.45
0.3 0.6 Q.45 Q.7
0.25 0.3 0.45 Q.7
0.4 0.6 0.13 0.7
05 04 05 0.55

ANALISIS DE VARIANZA

AN GL 5C CM F PxF v
Tratamientos 3 0.5455 0.1832 G7672 Q.000 3051%
Errer 60 1.1252 0.0187
Total 63 16748
FV = Fuente de variacién
Tabla de Medias
Tratamiento Repeticiones Promedio
1 16 0.312500
2 16 0.471878
3 16 0439375
4 16 0.571875

Resultados de la comparacién de Medias

Tratamiente Promedio
4 0.5719 A
2 04719 B
3 04394 B
1 03125 ¢

Nivel de Significancie: 0.05




RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA DEL ELISA INDIRECTO EN EL
QUE SE USO COMO ANTIGENO LPS DE 8. melitensis

Promedio de ios valores de densidad éptica por animal en el grupo vacunado conRev 1y
del grupe Contraol durante el tiempo posterior a la vacunacién

Cantral Rev 1
0.44 043
Q.40 Q.60
042 0.45
0.43 Q.62
04z C.b5
0.40 051
040 0.65
042 0.51
045 0.46
042 0.48
042 0.73
0.42 0.66
040 Q.66
0.41 0.65
043 0.57
040 Q.60

ANALLSIS DE VARIANZA

F.v>» &L SC CM F P>F cv
Tratamientos 1 0.18B 0.168 45.31 0.000 13.02%

Error 30 0.124 0.004

Tetal 31 0312

FV = Fuente de variacidn

Tabla de Medias

Tratamiento Repeticiones Promedio
1 16 0418
2 16 0571

Resuitados de la comparacién de Medias

Traotamiento Promedio
2 0571 A
1 0418 B

Nivel de Significancia: 0.05




PROMEDIO DE LOS VALORES DE DENSIDAD OPTICA POR ANIMAL EN LOS
CUATRO GRUPOS ESTUDIADOS DURANTE EL TIEMPO POSTERIOR AL

DEsAFio

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4

Gpo. Control Gpo. Rev | Gpo. RB51 Gpo. rfEeK
0.87 0.52 0.48 0.61
0.50 0.69 0.65 0.44
0.79 0.56 045 0.88
117 097 0.53 0.54
0.78 108 0.55 0.76
0.77 112 0.45 0.41
0.89 1.59 0.46 045
0.89 1.57 0.56 042
0.62 1.54 1.01 043
1.01 Q.78 1.06 Q.79
0.41 0.57 0.52 0.46
Q.54 0.95 1.10 0.71
0.93 .94 Q.45 Q.54
0.77 Q.72 0.87 0.45
1.12 0.57 0.74 0.45
0.74 1.27 0.55 1.06

ANALISIS DE VARIANZA

Fv> 6L SC an F P>F v
Tratamient os 3 1.362 0454 6.633 Q.001 34.86%
Error 60 4107 0068
Total 63 5.469
FV = Fuente de variacién
Tabla de Medias
Tratamienta Repeticiones Promedio
1 16 0.800
2 16 0.965
3 16 0.650
4 16 Q.588

Resultados de la comparacidn de Medias

Tratamiento Promedio
2 0965 A
1 0800 AB
3 0.650 BC
4 0.588 C

Nivel de Significancia: 0.05




RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA DEL ELISA INDIRECTO EN EL
QUE sE USO COMO ANTIGENQ CELULAS COMPLETAS DE LA CEPA RB51 DE
8. abortus

Promedio de los valores de densidad dptica por animal en los grupas vacunados con
R8BI, rfbK y grupo Contral durente el tiempo posvacunal.

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
Gpo. RB5!1 Gpo. rféK Gpo.Lontrol
Q.651 0.760 0.44
0.672 0.568 0.40
0.650 0.571 c.42
0590 0.672 043
0.601 0.610 0.42
0672 0.589 0.40
0.628 0.656 0.40
0656 0.716 042
0.653 0.660 045
0.586 0.641 042
0.658 0.692 042
Q.617 0.762 042
0.617 0.658 040
0.551 0656 041
Q0.644 0647 0.43
0.657 0676 0.40

ANALISIS DE VARIANZA

Fv* &L 5C CM F P>F (2"
Tratamientos 2 0.561 0.281] 158.34 0.000 7.38%
Error 45 0.079 0.001
Total 47 0.641
FV = Fuente de variacidn
Tabla de Medias
Tratamienta Repeticiones Promedio ]

1 16 0.634
2 16 0660
3 16 0.418

Resultados de la comparacidén de Medias

Tratamiento Pramedio
F 0.660 A
1 0.634 A
3 0.41B B

Nivel de Significancia: 0.05




PROMEDIO DE LOS VALORES DE DENSIDAD OPTICA POR ANIMAL EN LOS
CUATRO 6RUPOS ESTUDIADOS DURANTE EL TIEMPO POSTERIOR AL

DESAFIO,

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4

_6po. Control Gpo. RB5L Gpo. rfK Gpo. Rev |
030 1.6% 1.03 097
0.72 0.92 Q.89 Q.88
098 0.82 1.16 079
1Ot 093 1.06 080
0.52 097 Q.87 053
1.00 0.89 0.95 073
0.94 101 1.05 0.80
.84 0.99 1.02 [ok:]:]
1.04 1.04 1.00 075
0.92 1.06 1.15 0.89
.77 0.83 096 0.81
0.9 1.08 1.08 079
0.94 1.05 0.93 0.64
083 1.03 1.02 0.69
1.07 1.05 097 0.74
0.91 0.89 1.04 0.84

ANALISIS DE VARTIANZA

Fv.> Gl 5C CM F P>F cv
Tratamientos 3 Q.302 0.101 18.40 0.000 B.74%

Error 60 0.329 0.005

Total 63 0.631

FV = Fuente de variacién

Tabla de Medias

Tratamiento Repeticiones Promedio
1 16 0822
2 16 0.83t
3 16 0928
4 1% 0.748

Resultados de la comparacién de Medias

Tratamiento Promedio
3 0.928 A
2 0.891 A
1 0.822 B
4 0.748 €

Nive! de Significancio: 0.05




Resultados de cepas recuperadas a Pruebas Bioquimicas

Grupo testigo negative

No. Organos Urea Citrato SIM TSI H: 5
178 Bazo (+) () {-) (-) (-)
1387 Bazo, NP, NMA NS (+) (- (-) (- (-)
2165 Bazo, NP, NMA NME, (+) (-) (-) {-) {-}
NS
5308 NP (+) (-) (-) (-) (-)
10708 Bazo (+) () () (-1 ()
15131 NP {+) {-) (-3 (- (-3
17723 Bazo (+) {-) () (-] {-)
NP = Nédulo pre-escapular  NMA = Nédulo Mamario NS = Nddulo Submaxilar  NME = Nédulo Mesentérico

Grupo vacunado con RB51
No. érganos Urea Citrato SIM Tsl H; 5;
817 Bazo (+) (-) (-) (-) (-
19741 NP, NMA NS (+) (-} (-) (-) (-)
24351 Bazo, NP, NS (+) {-) (-] {(-) (-)
NP = Nédulo pre-escapular NMA = Nédule Mamario
NS = Naodulo Submaxilar
Grupo vacunado con rfbK
No. ér‘ganos Urea Citrato SIM TSI H; 57
4917 Bazo, NP, NS, (+) (-) (-) (-) (-)
21994 Bazo, NMA, (+) (-) (-) (-) (-)
NP = Nédulo pre-escapular NMA = Nédulo Mamario NS = Nédulo Submaxilar
Grupo vacunado con Rev 1
Na. Organos Urea Citrato SIM TSI Hz Sz
Arete Azul | Bazo, NP, NS, NME (+) (-) (-) (-} (-)
3726 NME (+) {-) (-) (-) {-)

NP = Nédule pre-escapular

NS = Nédulo Submaxilar

NME = Nddulo Mesentérica
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