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RESUMEN
Con el objetivo de contribuir al conocimiento de la respuesta inmune que se presenta en

bovinos vacunados con B. abortus RB51 a la exposicion natural de B. abortus y
determinar la frecuencia de eliminacion de la cepa vacunal. Se trabajoé con cuatro grupos
de animales 1) animales seropositivos a Brucella revacunados, de un hato infectado 2)
animales seronegativos revacunados, de un hato infectado, 3) animales seronegativos
revacunados, de un hato bajo control, 4) animales seronegativos no vacunados, de un
hato libre. Para dar seguimiento a la respuesta humoral en los diferentes grupos de
animales, se realizaron las pruebas de tarjeta, rivanol y ELISA-Indirecto con células
completas de RB51 con conjugados anti-bovino IgG1, IgG2 e IgM. Para determinar y
medir la respuesta celular se hiz6 la detecciéon de Interferén-y (IFN—y), a partir de sangre
completa estimulada con 10 ng/ml de un extracto sonicado de RB51. Asi como la prueba
intradérmica con brucelina a los 300 dias para los grupos 1 y 2, asi como a los 420 dias
para el grupo 3. Se intent el aisiamiento de la cepa vacunal en muestras de leche y
exudado vaginal. Los resultados del primer muestreo en el grupo 1 fueron a la prueba de
tarjeta del 93% de positivos y 87% a rivanol, comportandose de manera similar hacia el
final del trabajo. En el grupo 2, durante el ultimo muestreo se presentaron 7.1% positivos
a rivanol (2/28). En los grupos 3 y 4 los resultados a las pruebas serolégicas fueron
negativos. En el ELISA-I en los grupos revacunados (1, 2 y 3) los niveles son mas
elevados para IgG1 seguidos por 19gG2, en los que alcanzé un nivel maximo al dia 60
pos-revacunacion. En el grupo 3 los niveles de IgG2 son mas elevados que para 1gG1.
Para IgM en los grupos 1 y 2 se observd aumento durante los 150, 210 y 300 dias, en
cambio para el grupo 3 soOlo se presenta un aumento para el dia 180 posterior a la
vacunacion. No se obtuvo aislamiento de la cepa vacunal. La produccion de IFN—y en los
grupos revacunados fue elevada comparando con el grupo negativo, lo que indica que la
respuesta del IFN-y fue dependiente del grado de estimulacion antigénica presente. Los
porcentajes de reactores a la prueba de intradermorreaccion fueron los siguientes: en el
grupo 1 el 40%, grupo 2 el 100 % y en el grupo 3 el 64%. L.a respuesta atipica presentada
en las pruebas seroldgicas puede deberse al antecedente de una respuesta inmune
primaria al estar en contacto con las cepas de campo. Las pruebas para evaluar la
inmunidad celular fueron adecuadas y sugieren que la vacunacién con RB51 confiere

una buena inmunidad.
Palabras clave: Brucelosis bovina, Brucella abortus, RB51, revacunacion, respuesta inmune,

interferon-y, Hipersensibilidad de tipo retardado.




ABSTRACT

The purpose of this work was to evaluate the inmune response of vaccinated cattle with 8.
abortus RB51 subjected to a natural challenge with B. abortus fieid strain and determine
the elimination of vaccine strain in mitk or vaginal exudates. Four animals groups were
used: 1) seropositive and revaccinated cows housed in an infected herd, 2) seronegatives
and revaccinated cows, housed in an infected herd 3) seronegatives and revaccinated
cows housed in a herd under control phase without positive animals, and 4) seronegatives
and no vaccinated animals housed in a free herd. The humoral response was measure
with card and rivanol tests, and Indirect ELISA with antigen of RB51 cells and anti-bovine
conjugated 1gG, and IgG: and IgM. The cellular response was measure by determination
of Gammae-interferon (IFN-y) production with stimulated blood (10 png/ml of RB51sonicated
extract). Delayed type hypersensitivity was also used. Bacteriological studies for isolation
of the vaccine strain were performed from milk and vaginal samples. Serological results at
sampled day 0, in group 1 showed 93% of card test positives and 87% rivano! test
positive. At the end of the study group 2 had 7.1% positives in rivanol test. In the groups 3
and 4, the serological results were negative. In the revaccinated groups (1, 2 y 3), the I-
ELISA had the maximum level of IgG, at the day 60 posrevaccination. In group 3, the
levels of IgG, were higher than those of IgG,. The IgM antibodies in the groups 1 and 2,
increment on days 150, 210 y 300, on the other hand in group 3 the increment was
observed onty on 180 post-revaccination.’It was not possible to isolate the vaccine strain
from the milk and vaginal exudates samples. The IFN-y production in the revaccinated
groups was higher than in the control group, it was possible to demonstrate that the
amount of IFN-y was related to the degree of antigenic stimulation. The DTH positive
reactors were in groups 1, 2 and 3; 40%, 100% and 64% respectively. The atypical
response showed in the serological tests, is attributed to the contact of the re-vaccinated
animals with the field strain in those groups that were in contact with shedding animals. The
tests used for T cell immune response evaluation, indicate that the RB51 vaccine is inducing
and adequate immunity, but to be able to control and eradicate the disease it is necessary
the implementation of a biosecurity program.

Key words: Brucellosis bovine, Brucella abortus, RB51, revaccination, immune response,

interferon-y, Delayed type hypersensitivity.
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1. INTRODUCCION

La oficina Internacional de Epizootias (O{E) incluye a la brucelosis en su
lista B, lo que define como: “enfermedad transmisible que se considera importante
desde el punto de vista econdmico y sanitario, y cuyos efectos para el comercio
internacional de animales y productos pecuarios no son desdefiables”. En México
se considera una enfermedad endémica y se han reportado todas las especies del

género FAO-OIE-WHO 1995

1.1 Caracteristicas del agente

La Brucella es un patdégeno intracelular facultativo, con morfologia
cocobacilar, con un tamafio de 0.6 a 1.5 um de largo por 0.5 a 0.7 um de ancho,
son gram negativas, carecen de capsula y son inmoviles. Las brucelas pueden
permanecer viables en la orina, leche, agua y en tierra humeda hasta por cuatro
meses. Resisten la congelacion (hasta -70° C con crioprotectores) vy
descongelacion varios anos pero son destruidas por las temperaturas de
pasteurizacién y calentamiento a 60° C durante 10 minutos, por desinfectantes
como fenol, formol y cloro. /n vitro puede variar su sensibilidad a los antibiéticos,

pero generalmente la afectan la estreptomicina, eritromicina y tetraciclinas S292 19%.

Meyer 1990 .

Existen seis especies de Brucella asociadas a sus reservorios naturales:
Brucella abortus en bovinos, B. suis en cerdos, B. melitensis en caprinos, B. ovis en
ovinos, B. canis en perros, B. neotomae en rata del desierto, recientemente se ha
encontrado B. maris que afecta a mamiferos marinos. Sin embargo, no son
especificos de estas especies y pueden contagiar otras especies animales si se
llegan a estar en contacto con tejidos o material contaminado de animales

infectados D'z 1998.

Utilizando herramientas de biologia molecular se ha demostrado que las
seis especies de Brucella descritas, estan fuertemente relacionadas, existiendo
poca variacion genética entre ellas. Con base en estos estudios se ha discutido si

e



se deben incluir en una sola especie, siendo esta B. melitensis y convirtiendo las
ahora conocidas especies en biovariedades por ejemplo B. melitensis biovar
abortus, biovar suis, biovar neotomae, etc; o si por el contrario la clasificacion

. i 1
anterior debe prevalecer. Meryony Lopez Goni 200

1.2 Caracteristicas estructurales de las brucelas

Las bacterias del género Brucella poseen una envoltura celular compleja,
formada por una membrana citoplasmatica, una membrana externa y un espacio
periplasmico intermedio. La membrana externa esta en contacto con el medio y

contiene distribuidos asimétricamente fosfolipidos, proteinas y un lipopolisacarido
(LPS) Moriyon y Lopez Goni 2001

El LPS de la Brucella posee caracteristicas moleculares y actividades
biolégicas diferentes al de las enterobacterias, el LPS es el antigeno
inmunodominante de la superficie de las brucelas lisas, consta de un lipido A,
insertado en la membrana externa y no expuesto a la superficie y otra region
polisacaridica dirigida hacia el exterior, se acostumbra dividir esta parte en dos
secciones: el nucleo, mas interno y la cadena O.

El lipido A contiene epitopes comunes con el de las enterobacterias,
aunque quimicamente es diferente, ya que esta formado por un disacarido de
diaminoglucosa y otros acidos de cadena larga. Como antigeno el lipido A, no
parece tener relevancia diagnostica.

La estructura del nticleo no se conoce a detalle, pero se sabe que contiene
2-ceto, 3-deoxioctonato (Kdo), glucosa, galactosa y quinovosamina son los
componentes principales y carece de heptosa. MivonyLopez Gofli 2001

El género Brucclla se divide en especies rugosas B. ovis y B. canis, que de
forma natural carecen de la cadena O y especies lisas que si la poseen, como son:
B. abortus, B. suis, B. melitensis y B. neotomae, que pueden perderla accidentaimente
o por mutacion (mutantes rugosos 6 R). La cadena O del LLPS es un homopolimero
lineal de N-formil perosamina en enlaces o 1,2 y/o a 1,3. La variacién en los
enlaces se relaciona directamente con la estructura de las especies de Brucella.

[8)




Es un antigeno inmunodominante en las infecciones por especies lisas de Brucella,
asi como en la vacunacion con la cepa 19 y Rev 1. ¢o® 199" | o5 anticuerpos frente
a la cadena O pueden ser detectados empleando suspensiones celulares en fase
lisa o preparaciones enriquecidas con LPS-L.Moivony Lépez Gonl 2001

Sin embargo, en las pruebas de diagnéstico se pueden detectar anticuerpos
contra el LPS-L debidos a infecciones por otras bacterias Gram negativas como
Yersinia enterocolitica serotipo 0:9, Salmonella grupo N (0:30), Vibrio cholerae,
Escherichia hermannii, E. coli serotipo 0:157, Franciella tularensis y Pseudomonas
maltophila, que también poseen derivados de perosamina en su LPS y que pueden

dar reaccion cruzada con el LPS del género Brucella. Soo¢! 1991 Alton 1988, Moriyén y Lopez

Gofii 2001

El LPS-L de B. aborius ha sido implicado en la disminuciéon de diversas
actividades bactericidas de los fagocitos y demuestra ser esencial para la

sobrevivencia intracelular de la bacteria, McoQuinston 1999

El LPS-L en su extremo termminal presenta moleculas de manosa que
favorecen la adherencia a los fagocitos mononucleares (FMN) del huésped a
través de los receptores de manosa. Las células de la placenta son ricas en
receptores de manosa y este hecho junto con el tropismo por el eritrirol explica la
avidez de la brucela por el utero gravido, A™ste9¥ 2001 ge ha demostrado que el
eritritol estimula el crecimiento de B. ;lborms. La C-19 tiene poca capacidad para
utilizar el eritritol por lo que su crecimiento es inhibido en presencia de este; la
reduccion de la virulencia de esta cepa se ha atribuido a la inhabilidad de

metabolizar el eritrito} 712270 1999

Se ha sugerido que la presencia de este azucar en la pilacenta de bovinos,
pudiese ser el responsable de la localizacion selectiva de las cepas virulentas de
B. abortus en este tejido, en donde se replica preferentemente en el reticulo
endoplasmico rugoso en los cotiledones de la placenta, la sintomatologia se
presenta durante la gestacion y principalmente en su ultimo tercio, cuando las
concentraciones del azucar son mas altas la bacteria causa placentitis como




consecuencia disminuye la irrigacion, hay necrosis y posteriormente el rechazo por
la madre dando resultado muerte fetal y aborto. S2ngan yAgaero 1996

La membrana externa de B. abortus contiene tres grupos de proteinas
principales de la membrana externa, cuyo papel como antigeno es en gran parte
desconocido. Sus caracteristicas se resumen a continuacion:
- Grupo 1: De peso molecular aparente de 88-94 K, posiblemente
relacionada con ciertas funciones de la biosintesis de la propia envoltura.
- Grupo 2: De peso molecular aparente 36-38 K, equivalente a las porinas de
otros gram negativos, formando un estado nativo de agrupaciones triméricas por
las que penetran ciertos solutos. Dos genes, omp2a y omp2b, codifican estas
porinas, pero solo el segundo parece expresarse in vitro.
- Grupo 3: Peso molecular aparente de 25-31 K y codificados en los genes

omp25 (unico expresado en Brucella) y opm31, Moriyony Lépez Gofi 2001

1.3 Importancia econémica

La importancia econémica que representa la brucelosis es debida a las
pérdidas en los animales productivos, al causar abortos, infertilidad, esterilidad,
disminucion de la produccion de lactea de un 10 a un 20% e interrupcion de los

programas genéticos, mermando el valor en los animales enfermos y retraso en el

crecimiento. Alvarado 1967

1.4 Transmision

De manera natural el microorganismo logra su entrada al cuerpo del animai
como resultado de la ingestion de alimento contaminado, aerosoles, o por contacto
con orina, fetos, liquido amniético y membranas fetales de animales infectados, o
bien en heces de animales recién nacidos. La transmision venérea puede
presentarse pero es rara. En el utero también se puede dar la transmisién directa.
Las brucelas entran al organismo a través de las mucosas, conjuntivas y
laceraciones de la piel. Pudiendo actuar como diseminadores de la enfermedad el
hombre y otros animales. Muchas vacas infectadas excretan brucelas desde el




utero en parto normal, o de gestaciones que siguen a un aborto. El aborto

generalmente se da sdlo una vez y posteriormente las vacas se convierten en

portadoras, Mever 1990, SNVE 1998

1.5 Vacunacion

La vacunacion es una practica primordial para el control y erradicacion de la
brucelosis. Un inmunégeno eficaz, que produce una respuesta inmune adecuada
para el control, ha sido la vacuna cepa 19 de B. abortus, la cual ha jugado un papel
fundamentai en el programa de control de la enfermedad en los Estados Unidos, a
partir de que fue introducida en el afo de 1941, diez afios mas tarde se introdujo
en México, en donde se utilizé a dosis clasica de 5x10'® unidades formadoras de
colonias (UFC), para vacunacion de becerras de 3 a 8 meses de edad, y para el
afo de 1979 se inicio la vacunacion de animales adultos con dosis reducida de
3X10° UFC. Sin embargo, el mayor obstaculo para usar esta cepa fue la
persistencia de titulos serolégicos, que son dirigidos contra la perosamina de la
cadena O del LPS y que dificultaban el diagnodstico, el riesgo de aborto en 2 a 3%,
y la eventual infeccion en animales gestantes o sexualmente maduros, e
infecciones mamarias persistentes con excrecién activa en leche de vacas,
pudiéndose provocar la infeccion en el hombre, tras la inoculacion accidental con

esta cepa Cheville 1994, Blasco 2001, Luna 2002_

En los intentos por producir una cepa que no ocasionara efectos
secundarios, que confundieran el diagndstico, surgié la cepa rugosa mutante
RB51 de B. abortus, la cual se obtuvo a través de varios pases de la cepa virulenta
2308 de B. abortus, al ser crecida en medios de cultivo que contenian penicilina y
rifampicina. Resultando ser una cepa atamente atenuada y estable tanto in vivo,
como in vitro, carente de cadena O del LPS siendo su caracteristica rugosa muy
estable. Sehvris 1998 | 45 cambios en la morfologia colonial (de lisa a rugosa) en
especies de Brucella, esta asociado con cambios en infectividad y antigenicidad.
No se ha reportado la reversion a morfologia colonial lisa y virulencia en la cepa
RB&1. 'esen 1996 | 5 rygosidad de esta cepa se debe a la interrupcién del gen wboA




en el elemento de insercién I1IS711, este gen es capaz de codificar para la enzima
glicosil-transferasa, que es esencial en cepas lisas virulentas de B. abortus para la
biosintesis del antigeno O. Por lo que la disrupcién de este gen da como resultado
mutantes rugosos. Yemularall 2000.  Gtrag caracteristicas de esta cepa es que es

ureasa (+), oxidasa (+) reduccion de nitratos (-), y crece con 0.5% de eritritol, ©3s°°

2001.

La RB51 al ser una cepa rugosa, no induce la formacion de anticuerpos que
reaccionen a las pruebas de diagnéstico oficial, dando como resultado la
diferenciacién entre animales vacunados e infectados. Lo que en teoria permitiria
el uso repetido de dosis vacunales, sin los problemas de interferencia en las
pruebas diagnosticas. En estudios realizados en ganado bovino, se ha
determinado que la bacteria es eliminada en un tiempo relativamente corto y ha
mostrado su escasa capacidad para inducir localizaciones mamarias o
placentarias y su caracteristica abortiva es reducida. Cuando se usa una sola
vacunacion, su efecto protector es similar al que se inducia al emplear la vacuna
C-19. En México la vacunacion con esta cepa fue aprobada en 1997, la cual se
lleva a cabo una vez en la vida entre los 3 a 6 meses con la dosis becerra (1x10'°
UFC) o después de los ocho meses aplicando la dosis para vaca (3x10° UFC), de
manera practica en zonas endémicas de brucelosis en nuestro pais, sélo se
recomienda aplicar una vez la revacunacion con RB51 Schurig 1996, Blasco 2001, Luna 2002
Olsen y cols. 1996 indican que la vacunacion con la dosis reducida de RB51
protege al ganado adulto contra el aborto o la infeccion en animales expuestos a la
cepa virulenta de B. abortus. La vacunacion con RB51confiere proteccion tanto en
ratones como en bovinos, esta protecciéon se basa en la inmunidad mediada por
células y mientras que la repuesta de anticuerpos juega un papel menor en la

protecci()n. Pasquak 2001




1.6 Factores de virulencia
La brucela tiene diferentes mecanismos que le ayudan a establecerse para
producir la enfermedad como son:

Interferencia en la formacion del fagolisosoma y modificacion del transito

intracelular.

- EI LPS tiene un papel sustancial en la adherencia y sobrevivencia intracelular.
Ademas es portador de los antigenos inmunodominantes, por lo que se considera
responsable de la activacion de linfocitos B (LB) y de la induccion de la respuesta
inmune humoral.

- El peptidoglicano esta asociado con las proteinas de membrana externa de la
bacteria y actia también como factor de virulencia, ai interferir con la capacidad
bactericida del suero; ademas, permite a la bacteria resistir los mecanismos de

lisis ejercidos por los anticuerpos y el complemento.

- Las proteinas de choque térmico permiten la adaptacion de la bacteria al

aumento de temperatura, al pH bajo, y otros factores de estrés microambientales’
Aréstegui 2001

Posterior al proceso de fagocitosis B. abortus se localiza en los fagosomas y
fagolisosomas de macrofagos. La bacteria generalmente se enfrenta a diferentes
medio ambientes, en el fagosoma con'un pH entre 5y 6 y en el fagolisosoma con
un pH de 4.5 a 5, libres de radicales oxidativos y enzimas lisosomales. “¥hshiun 1995

De manera general después de ser internalizadas por la célula, los
microorganismos apatdégenos o virulentos son alojados dentro del endosoma
temprano. Brucella es incorporada dentro del fagosoma y permanece en los
compartimientos hasta que la célula huésped muere. Después de su
internalizacion Brucella se encuentra dentro de una vacuola caracterizada por
marcadores de compartimentos precoces de la endocitosis (EEA1 y el receptor de
la transferrina). La bacteria esta en ese momento se localiza dentro de un
compartimiento multi-membranoso autofagosomal, después en los tiempos tardios
de la infeccion, las brucelas virulentas se encontraran presentes dentro del reticulo
endoplasmico en donde se replican. En los fagocitos no profesionales, Brucella se




localiza en estructuras parecidas a reticulo endoplasmico, retarda ia fusiéon con los

lisosomas preformados y previene la interaccién con los nuevos endosomas

formados Arenas 2000, Diaz y Arellano 2003

Las brucelas no virulentas que son utilizadas como vacunas vivas, como es
el caso de las cepas RB51 y cepa 19 de 5. abortus, tienen un transito intracelular
diferente de las cepas virulentas, ya que en mas de! 90% de los casos, estas
bacterias pasan por el endosoma temprano, el endosoma tardio y por ultimo por
los lisosomas en donde son destruidas y los péptidos son presentados por el
complejo mayor de histocompatibilidad en la superficie de la célula a las Th1 y Th2

para inducir una respuesta, /a2y Areflano 2003

Los procedimientos que sigue la Brucella para controlar la maduracion de
su vacuola, comprenden por un lado la inhibicion de las interacciones de la
vacuola con los compartimentos tardios de la endocitosis, y por otra parte en
estimular la autofagia y/o el transporte retrogrado hacia la via de exocitosis.
Algunas bacterias, entre ellas la Brucella utilizan sus sistemas de secrecion, que
les permmiten inyectar dentro del citoplasma de la célula hospedera, efectores
bacterianos como son complejos de ADN-proteinas o proteinas las cuales
modifican el metabolismo celular del hospedero y permiten asi la sobrevivencia de
las bacterias. Estos son los denominados sistemas de secrecion bacteriana del
tipo IV en Brucella, este sistema es codificado por la regidn virB del genoma de
Brucellu, que es un operén formado por 12 genes los cuales inducen
especificamente una acidificacion (pH 4) del fagosoma dentro de las células det
hospedero posteriormente a la fagocitosis. P!azy Asetianc 2003

La primera mutante virB fue identificada en la mutante TnB1aM de Brucella
suis. La region virB es esencial para la supervivencia y replicacion intracelular de B.

suis, B. abortus y B. melitensis. P32 Arellano 2003




1.7 Aspectos inmunolégicos.

La resistencia a patogenos bacterianos intracelulares facultativos como
Brucella, depende de la inmunidad adquirida mediada por células, caracterizada
por la activacion de linfocitos T (LT) y subsecuente activacion de macréfagos para

. . 2Zh,
incrementar la muerte de tales organismos 273" ¥ Cheers 1995, Zhan 1996

El género Brucella es un microorganismo que se reproduce dentro de los
monocitos (polimorfonucleares PMN), pero puede localizarse extracelularmente
cuando las células infectadas se lisan, lo cual favorece el desarrolio tanto de una
respuesta inmune celular, mediada principalmente por LT (CD4" y CD8") y una
respuesta humorat mediada por linfocitos B (anticuerpos). Sin embargo, ambos
tipos de respuesta se producen invariablemente y sin necesidad de que se

desarrollen al mismo tiempo Diaz 1986, Corbel 1981, Golding 2001

Las citocinas producidas por los fagocitos mononucleares durante la
fagocitosis de la brucela son de gran importancia, ya que determinan el tipo de
respuesta inmune que se despliega hacia la bacteria, las respuestas Th1 y Th2
resultantes son determinadas en parte, por los macréfagos durante su interaccién
con la Brucella. Diferentes citocinas estan involucradas en la regulacion de la
actividad de los macrofagos, dentro de las cuales se incluyen: el Interferon gamma
(IFN-y), Interleucina -12 (IL-12) y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-ca).
Durante ia infeccion aparecen Inf-y, “i"NF-a, IL2, IL10 e IL12, para controlar el
crecimiento de ambas cepas tanto virulentas como avirulentas de B. abortus en
macrofagos de murinos, en tanto que IL1-«, IL4, IL6, y GMCSF no tienen efectos
consistentes 72" 1999 Mientras que el TNF- e IFN-y parecen ser las citocinas
mas criticas en la resistencia especifica y natural, la IL-12 tiene una participacion

destacada en el control oportuno de la infeccion en bacterias intracelulares. ™"

1996, Arestegui 2001

La IL-12 juega un papel importante en la induccion de células T CD4" para
la produccion de INF-y in vivo e in vitro. Durante la infeccion por B. abortus se
promueve la produccion de Inf-y y la eliminacion de la bacteria in vivo. 2" Cheers

1995 | 2 delecién de IL-12, exacerba la infeccion en B. aborius, Mycobacterium y




Listeria monocytogenes. Esta exacerbacion esta relacionada con el decremento de

la produccion de In'f-yipor células T y signos de disminucion en la actividad de los

macréfagos 270 1996

B. abortus és un fuerte inductor de células Th1 CD4 y de citocinas como
IFN-y. El iIFN-y es un mediador de la respuesta inmune celular y se ha demostrado
que es de suma importancia en el control de la infecciébn en ratones. Los
macroéfagos activados por IFN-y controlan la replicaciéon intracelular de B. abortus
C-19 y C-2308, mas efectivamente in vitro y la neutralizacion de IFN-y in vivo
resuita en la baja habilidad para el control de la infeccion con cepas atenuadas
como la C-19 en ratones. Zhan 1993, Weynants 1995, Fernandes 1995 En macréfagos
peritoneales activados con IFN-y la C-19 se elimina rapidamente mientras que la

C-2308 tiene la capacidad de replicarse lentamente y no puede ser eliminada Fz2

1999

El IFN-y tiene una participacion importante en la resistencia adquirida contra
las bacterias intracelulares. El interferon puede ser crucial durante las fases
tempranas de la infeccion, pero en una infeccion ya establecida, este juega un
papel menor en la resistencia. Fasaudl 2001 g, actividad esta dirigida
fundamentalmente hacia los fagocitos mononucleares, en los cuales se
incrementan la actividad fagocitica y bactericida; ademas favorece el
procesamiento y presentacion antigénica a los linfocitos mediante otros estimulos,
provistos por el LPS de la bacteria y el TNF-a endégeno, con el propdsito de
promover el aumento en la produccion de citocinas que estimulan la inflamacion,
la produccion de 6xido nitrico (NO) y la expresidon de moléculas del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC) clase II. Ar¢stegui 2001

La activacion apropiada de las células CD4”, resulta en su diferenciacién a
células efectoras y en células de memoria. Las citocinas producidas por las células
T activadas determinan la subpoblacion de dichas células; la subpoblacién Th1
secreta IL-2 e IFN-y; mientras que las células Th2 secretan principaimente IL4 e
IL-5. La naturaleza de los antigenos, probablemente es la responsable de modular
el tipo de respuesta que se favorece por las células Th1 o Th2. Las citocinas




secretadas por las células T CD4" proveen de ayuda tanto a las célylas T CD8",
como a los LB, induciendo su diferenciacién a Células efectoras, células citotéxicas

. : j . | 20
y células que secretan anticuerpos, respectivamente, Godind 2001. Vermulapalii 2000a,

Weynants 1998.

De manera analoga a los linfocitos T CD4*, los linfocitos T CD8' se
diferencian en células T citotoxicas tipo 1 (Tc1) y células Tc2 dependiendo del
perfil de la secrecién de citocinas.l La subpoblaciéon Tct predomina en |a respuesta
citotoxica hacia bacterias intracelulares y secretan principalmente (FN-y e L2
como las Th1 Goiding 2001

En muchas infecciones, como en el caso de B. abortus participan e
interactian diferentes poblaciones celulares del sistema inmune. las llamadas
células presentadoras de antigenos (APCs), células asesinas naturales (NK), y LB

que actuan juntas para proveer una respuesta Coordinada o4 2001,

La respuesta humoral es mediada por LB, los que al ser estimuylados por el
antigeno se transforman en células plasmaticas, que son los queé se van a se
encargar de la produccion de anticuerpos. Asi mismo, los LB se transforman en
células de memoria para la proteccién del hospedero en reinfecciones por el
mismo agente Bustamante 1998‘

Por su localizacion en la supefficie de la Célula y su alta inmunogenicidad, el
LPS es el primer antigeno frente al que apareécen anticuerpos de los tipos IgM,
IgG1 e IgG2; a nivel de mucosas intervienen ademas los anticuerpos de la clase
IgA, los cuales se desarrollan en los procesos infecciosos, asi como en la
vacunacion.

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) P'az 1986

Se ha observado que después de la primQinfeccion, por una cepa de campo
virulenta de B. abortus, se producen anticue'pos de tipo IgM permaneciendo
constante su concentracion de una a tres semanas, los cuales pueden detectarse
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por pruebas de aglutinacion, fijacion del complemento (FC) y prueba de anillo en
leche; posteriormente se producen los anticuerpos de tipo IgG, que se incrementa
hasta ser dominantes; generalmente la subclase IgG; es la mas abundante,
persistiendo titulos aglutinantes hasta por diez meses, también podemos
observarla con la prueba de FC. El nivel de IgM baja paulatinamente, en tanto que
la IgG y la IgA persisten en concentraciones altas. La vacunacion con la C-19 ha
mostrado la capacidad de conferir una soélida inmunidad. En el monitoreo de los
niveles de anticuerpos se ha observado que los titulos de IgM persisten por mas
tiempo, mientras que los de IgG descienden, haciéndose imperceptibles por los
métodos serologicos convencionales alrededor de los ocho meses. €o®e 1991 pgr
otro lado, se ha observado que los animales pueden contraer la infeccion antes y
después de nacer, sin que se produzcan anticuerpos detectables hasta la

gestaci(')n Diaz 1986, Nom 1994, Schurig 1998




2. ANTECEDENTES

Previo a este estudio, se realizo un trabajo donde se vacuné un grupo de 35
animales en un establo en fase de control de brucelosis, los cuales posteriormente
se introdujeron a un hato con una alta prevalencia det 39% de la enfermedad, en
donde fueron revacunados. Los resultados obtenidos en las pruebas seroldgicas
fueron negativos en el establo en fase de control. Una vez al entrar en el establo
de alta prevalencia y estar en contacto con cepas de campo, después de un afno el
6% de los animales presentaron serologia positiva a las pruebas de diagnéstico
oficial. A los 35 animales se les aplico la brucelina a los 405 dias posvacunacion y
el 91% de las becerras presentaron una reaccién, que se considera positiva
cuando existe un incremento superior o igual al 20% a las 72 h posinoculacion, en
relacion a la medida del grosor de la piel al momento de aplicar la brucelina. Asi
mismo se logro el aislamiento de 65 cepas identificadas como B. abortus biotipo 1,
de las cuales 64 correspondian a cepas lisas y una correspondié a cepa rugosa
vacunal, esta ultima fue aislada a partir de leche y exudado vaginal (de un animal

que nunca presento serologia positiva a las pruebas de diagndstico oficial). Leal

2000a, b.

3. JUSTIFICACION

Actualmente se ha observado que algunos animales revacunados con la
cepa RB51, resultan ser positivos durante tres o cuatro meses a la prueba de
tarjeta y posteriormente se vuelven negativos, no existiendo referencias de que
esta situacion se presente con el empleo de dicha vacuna, empleando las pruebas
de diagndstico oficial. Se desconoce cual es la respuesta inmune en animales
revacunados en zonas de alta prevalencia y si ésta es debida a la vacunacion o a
la exposicion natural hacia la bacteria, esto Uultimo podria reflejar una baja
inmunidad inducida por la vacunacién con RB51, lo anterior ha motivado que se
lleve a cabo un estudio de evaluacion de la inmunidad celular y humoral inducida
por la RBS51.




Debido al pape!l central que juega el INF-y en la respuesta celular a la
resistencia y proteccion hacia bacterias intracelulares, se pretende evaluar los
niveles de produccion de esta citocina después de una estimulacion in vitro, en
animales vacunados y revacunados, con el fin de determinar las variaciones de
sus niveles de produccion, evaluando y comparandolos en los diferentes grupos

de animales estudiados.

Por otro lado, Schurig 1991 menciona que Ia cepa vacunal no se elimina por
ningun tipo de secrecidon y esto representa una ventaja para su uso. Sin embargo,
hemos encontrado algunas evidencias de que esto no es totalmente cierto, por lo
tanto existe la preocupacion por determinar el grado de eliminacion de la cepa en

animales revacunados.
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4. HIPOTESIS
La vacuna RBS51 induce una respuesta inmune celular y humoral
significativa, capaz de controlar la infeccién natural y que la cepa RB51 puede ser

eliminada en leche y exudado vaginal, en las vacas revacunadas con dosis

reducida

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar la respuesta inmune que se presenta en bovinos revacunados con
RB51 a la exposicion natural de B. abortus y determinar la frecuencia de

eliminacion de la cepa vacunal.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Evaluar la respuesta inmune (humoral y celular) que se presenta en bovinos
revacunados con RB51, a la exposiciéon natural de B. abortus.

5.2.2 Determinar la eliminacion de.la cepa RB51 de B. abortus mediante el
aislamiento bacteriolégico, en vacas revacunadas, recién paridas, a partir de
muestras de leche y exudado vaginal.

5.2.3 Deteminar la incidencia de la enfermedad en los hatos revacunados, con la

cepa RB51 de B. abortus de los animales en estudio.

5.2.4 Evaluar y comparar la produccion de Inf-y inducido por la estimulacion in
vitro de células sensibilizadas presentes en cultivos de sangre completa, mediante

el empleo de antigenos de B. abortus.




6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Animales:

Se trabajoé con un total de cuatro grupos de vacas; dos de los grupos en un
mismo hato estabulado en el Complejo Agropecuario Industrial Tizayuca (con una
prevalencia de 39.2% de brucelosis), un grupo en pastoreo en Tepotzotian Edo de
México (Hato en fase de control), y un grupo en pastoreo en Martinez de la Torre
Veracruz (Hato libre).

Grupo 1: 30 Animales seropositivos que fueron revacunados con RB51, y

eran residentes en hato infectado. (Tizayuca, Hidalgo)

Grupo 2: 30 Animales seronegativos que fueron revacunados con RB51,

que eran residentes en hato infectado. (Tizayuca, Hidalgo)

Grupo 3: 35 Animales seronegativos que fueron 2 revacunados con RB51,

en hato en fase de control de brucelosis (Tepotzotian, Edo. de México)

Grupo 4: 40 Animales seronegativos de un hato negativo. (Martinez de la

Torre, Veracruz.)

6.2 Vacuna:

La revacunacion de los tres grupos (1, 2 y 3) se realizé con RB51 de B.
abortus a una dosis de 3X10° UFC. Los grupos 1 y 2 se revacunaron 4 meses
antes de iniciar el trabajo y se revacunaron nuevamente 4 meses después de

iniciado este. El grupo 4, no fue vacunado.

6.3 Toma de muestras

La toma de muestras de sangre para serologia y para el ensayo de IFN-y,
se realizaron de manera peridodica cada 30 dias hasta 270 dias posvacunacion. Se
realizaron 2 muestreos generales en los establos. El primer muestreo fue para
determinar la prevalencia inicial de brucelosis en los establos (dia 1). El segundo
muestreo, a los 6 meses para determinar la incidencia. Las muestras de leche




para intentar el aislamiento bacterioldgico, se obtuvieron de vacas recién paridas
que estuvieran dentro del primer mes posparto y se almacenaron en refrigeracion,
procesandose el mismo dia de la toma y posteriormente se almacenaron en
congelacién a -20° C.

Las muestras de exudado vaginal para aislamiento bacteriologico, se
obtuvieron de vacas recién paridas hasta un mes posparto, se trasladaron al
laboratorio para su analisis en medio de transporte con refrigerantes,

procesandose el mismo dia de la toma.

6.4 Antigenos (Ag):

6.4.1 Prueba de tarjeta: se uso antigeno brucelar amortiguado estable, obtenido a
partir de la cepa 1119-3 de B. abortus, a una concentracion celular del 8% en
amortiguador de lactato; a pH 3.5 y teiiido con rosa de bengala. (Productora

Nacional de Biologicos Veterinarios ).

6.4.2 Prueba de rivanol: Se utilizé antigeno elaborado con la cepa 1119-3 de B.
abortus, a una concentracion celular del 4%, con un pH 5.8-6.2 y tefiido con una
mezcla de verde brillante y cristal violeta (PRONABIVE).

6.4.3 Prueba de ELISA. Se utilizo un antigeno de células completas a partir de la
cepa RB51 de B. abortus.

6.4.4 Prueba de Hipersensibilidad de tipo retardado (DTH): “Brucelina” (extracto
proteico de Brucella) proporcionado por la MC Laura Hernandez A. CENID-

Microbiologia.

6.4.5 Deteccion de INF-y: Los extractos de Brucella que se evaluaron para la
estimulacion de células en la prueba de Inf-y fueron: Proteinas de Membrana
Externa (PME), Proteinas de Membrana Interna (PMI), Extracto de la bacteria
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sonicada (S), Citosol (C), LPS-Liso (B. aborius cepa-19), LPS-Rugoso (B. abortus

cepa-RB51) y Concanavalina A.

6.5 Obtencion de proteinas de membrana externa de Brucella abortus.

Se cultivo la cepa RB51 de B. aborius a 37° durante 48 h con 10% CO2 en agar
Brucella.

Se inactivo con formol 4% durante 24 h.

Se centrifugd 15000 g, 15 m a 4° y se lavé con Hepes (N-[2-hidroxyethyl]
piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid]) 10 mM dos veces.

Se resuspendio el paquete celular en Hepes con inhibidores de proteasas (PMSF
0.1 M [(phenylmethyisulfonyl- fluoride; a-toluenesulfonytl flouride) p-hidroxy

meruribenzoicacid] y EDTA (acido etilenodiaminotetracético) 1mM)

Se sonicé a 10 pulsaciones por 10 segundos en 3 ocasiones (se realizé un frotis
para comprobar el rompimiento celular)

Se centrifugo 50 000 g 1 h a 4° para separar las PME de PMI.

Se descarto el sobrenadante y se agregd Hepes + Sarcocyl al 1% al paquete
celular.

Permanecio en agitacion durante 30 nm.

Se centrifugé 50 000g. 1 h. 4° C y se separo las PME.

Se agreg6 400 ul de metanol y se agito.

Se centrifugd 15000 g. 20 m.

Se desecho el sobrenadante. El sedimento de proteina se dejé secar.

Para reconstituir se agregaron 300 ul agua destilada. Se cuantifico la cantidad de

proteina mediante la técnica de Bradford.
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6.6 Protocolo para la obtencién de LPS de Brucella abortus a partir de células
completas.

Se cultivaron las cepas 19 y RB51 de B. abortus en caldo Brucella 48 h, a 37° con
10 % de COs..

Se inactivé con formol al 4% durante 24 h, y se comprobd la inactivacién.

Se centrifugé a 7500 g, 20 my se peso.

Se lavo con solucion salina o con PBS estéril.

Se metidé en autoclave a 121° por 15 m.

Se centrifugdé 12000 g durante 30 m, se deseché el sedimento y se precipitd el
sobrenadante con 3 vol. de etanol frio por 24 h, se manteniéndose en refrigeraciéon

con agitacion.
Se centrifugoe a 5000 g, 15-20 m a 4°. El primer precipitado se disolvié en agua
destilada.

Se dializ6 durante 48 h (H20 destilada). P22 198!

6.7 Obtencion de antigeno a partir de células completas de B. abortus.

Se cultivé la cepa RB51 de B. abortus en caldo Brucella a 37° durante 48 h con

10% de COzy permanecid en agitacién a 125 rpm

Se inactivd durante 1h a 60°

Se realizaron 3 lavados con PBS centrifugando a 3440 g, 15 m a 4°
Se desecho el sobrenadante y se peso el paquete celular

Se ajusto a una concentracion de 4% peso /volumen

Fue titulado para su uso en los inmunoenzayos y se mantuvo en refrigeracion a 4°
Alfonseca 1998




6.8 Pruebas serolégicas.

6.8.1 Prueba de tarjeta. Se les practico a todos los sueros considerando positivos
los que presentaron cualquier tipo de aglutinacion.

6.8.2 Prueba de rivanol. Se les realizé la prueba como confirmatoria a los sueros
de los animales que resultaron positivos a la prueba de tarjeta, de acuerdo a la
metodologia descrita por Alton et al (1988).

6.8.3 Prueba de Inmunoenzayo enzimatico-indirecta (ELISA-I) se les realizé a
todos los sueros, utilizando conjugados anti-bovine IgG1 producido en ovinos,
anti-bovine 19gG2 producido en ovinos, conjugados con peroxidasa (Laboratorios
Bethyl. Inc. Texas USA) y un monoclonal de anti-bovine IgM derivado de
hybridoma producido por la fusién de células de mieloma de ratén y esplenocitos

de raton inmunizado (Sigma-Aldrich USA).

6.8.3.1 Protocolo para la realizacion de ELISA INDIRECTA con antigeno de
células completas de la cepa RB51 de B. abortus para deteccion de IgG1 e
1gG2

Sensibilizacion de la placa con antigeno. Se realizé en microplacas de
poliestireno de 96 pozos de fondo plano (NUNC MaxiSorp). Se adicioné el Ag a
una concentraciéon celular de 4% se diluyéndose a 1:100 en solucién
amortiguadora de carbonatos, 0.06 M pH 9.6 y se agregaron 100 ul en cada pozo
de la placa. Se tapd la microplaca con plastico auto adherible y se incubd a

temperatura ambiente por 24 h,

El antigeno no adsorbido se eliminé mediante cinco lavados con 150 pul, de una
solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.2 con 0.05% Tween 20 (PBS-T)

Se secod bien la placa, se cubrid con plastico auto adherible (se guarda en

refrigeracion a 4°C hasta por 6 meses).
Bloqueo de la placa
Una vez que se pego el antigeno a las microplacas, se colocaron 100 ul de una

solucion bloqueadora de gelatina al 3% en PBS.
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Se incubé por una hora a 37° C y se lavo cinco veces con 150 plde PBS-T.

Realizacion de la técnica.
Se adicionaron 100 ul de los sueros controles y de los sueros problema por
duplicado, a una dilucion 1:100 en PBS-T en orden de columnas.
Los pozos A1y B1 se dejaron vacios y se utilizaron como blanco.
Se cubrid la placa y se incubd a 37° por una hora y se favo cinco veces con 150 pl
de PBS-T.

Conjugado.
Se probaron los diferentes conjugados anti-lgG1, anti-IgG2 los cuales fueron
previamente titulados para conocer la dilucion mas adecuada para su uso, siendo

esta de 1:4000 para anti-lgG1 y 1:1000 para el conjugado de anti-lgG2. Se
colocaron 100 ul en cada pozo de la dilucién establecida en PBS-T del conjugado

' y se incubé por una hora a 37° C.
Se lavd cinco veces con 150 pl de PBS-T

Cromodgeno sustrato.
Se agregaron 100 ul en cada pozo del sustrato (10 mi de buffer citratos 0.05 M H 5
se adicionaron 4 mg de ortofenilendiamina y 4 pl de peréxido de hidrogeno al 3%)
se incubd a temperatura ambiente en ia obscuridad.
Se detuvo la reaccion a los 20 m mediante la adicion de 50 ul por pozo de una
solucion de H2SO4 2 M.

Se realizd la lectura de la densidad 6ptica con lector de microplacas a una longitud
de onda de 492 nm con filtro de referencia de 650 nm.

Interpretacion de resuitados: Se obtuvo la densidad 6ptica de cada suero, y se

determinaron los promedios por grupo para ser graficados.
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6.8.3.2 Protocolo para la realizacion de ELISA INDIRECTA con antigeno de
células completas de la cepa RB51 de B. abortus para deteccion de IgM

Sensibilizacién de la placa con antigeno. Se realizdo en microplacas de
poliestireno de fondo plano. (NUNC MaxiSorp). El Ag se utilizé a una
concentracion de 4% se diuyéndose 1:100 en solucion amortiguadora de

carbonatos, 0.06 M pH 9.6 y se agregaron 100 nl en cada pozo de la placa. Se
tapo la microplaca con plastico auto adherible y se incubé a temperatura ambiente

durante 24 h.

El antigeno no adsorbido se eliminé mediante cinco lavados con 150 pul, de una

solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.2 con 0.05% Tween 20 (PBS-T).
Se secod bien la placa, se cubrié con plastico auto adherible (se puede guardar en
refrigeracion a 4°C).

Bloqueo de la placa

Una vez que se peg¢ el antigeno en las microplacas, se colocaron 100 ul de una

solucién bloqueadora de gelatina al 3% en PBS.
Se incubod por una hora a 37° y se lavd cinco veces con 150 ul de PBS-T.
Realizacion de la técnica.

Se adicionaron 100 pl de los sueros controles y de los sueros problema por
duplicado, a una dilucion 1:200 en PBS-T en orden de columnas.

Los pozos A1 y B1 se dejaron vacios y se utilizaron como blanco.
Se cubrib la placa y se incubo a 37° por una hora y se lavé cinco veces con 150 pl
de PBS-T.

Primer anticuerpo.
Se colocaron 100 pl por pozo del monoclonal anti-iIgM a una dilucién 1:1000 en
PBS-T.
Se cubrio la placa y se incubé a 37° 1h, se lavd cinco veces con 150 ulde PBS-T y

se seco la placa.
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Conjugado.
Se colocaron 100 ul del anti-mouse IgG conjugado con peroxidasa desarroliado en
cabras (Sigma-Aldrich USA) a una dilucion 1:3000 en PBS-T
Se cubrié la placa y se incubd por una hora a 37° C. Se lavé cinco veces con 150
pl de PBS-T.

Cromdgeno sustrato.
Se agregaron 100 ul en cada pozo del sustrato (a 10 mi de buffer citratos 0.05 M H
5 se adicionaron 4 mg de ortofenilendiamina y 4 pl de perdéxido de hidrogeno al
3%) se incubd a temperatura ambiente en la obscuridad.
Se paré la reaccion a los 20 m mediante la adicién de 50 ul por pozo de una
soluciéon de H2S04 2 M.
Se realizd la lectura de la densidad 6ptica con lector de microplacas a una longitud
de onda de 492 nm con filtro de referencia de 650 nm.
Interpretacion de resultados: Se obtuvo la densidad dptica de cada suero, se

obtienen promedios por grupo y se graficaron.

6.9 Pruebas bacteriolégicas.

El aislamiento bacteriolégico a partir de muestras de leche y de exudado
vaginal, obtenidas después del parto de los animales, se realizo inoculando en
medios de Farell y de agar Brucella, permaneciendo en incubacion a 37° con 10%
COz2de 3 a 10 dias. Se realizé la identificacion de las bacterias, mediante pruebas
bioquimicas, haciendo la diferenciacion entre cepas lisas o rugosas de B. abortus,
mediante las pruebas de aglutinacion con acriflavina, tincion con cristal violeta y

sensibilidad a antibioticos A'°" 1988,
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6.10 Pruebas de inmunidad celular

6.10.1Produccion de IFNy. Para la realizacion de esta prueba, se llevo a cabo un
analisis previo, evaluando diferentes antigenos y mezclas antigénicas en grupos
de animales vacunados y sin vacunar, positivos y negativos a las pruebas
seroloégicas de tarjeta y rivanol a fin de determinar cual o cuales antigenos
inducian una mayor produccién o liberacion de IFN-y, en cultivos de sangre

completa, la evaluacion de la citocina se realizé empleando el kit BOVIGAM (Kit
BOVIGAM Trademark of CSL Veterinary Australia).

Las concentraciones de los extractos empleados fueron de 10 ng, 5 ug, 2.5
ug/ mi, para PME, PMI, extracto sonicado de la bacteria, citosol, concanavalina A
(control positivo); para LPS -L y LPS -R se usaron 5ul, 10uly 15l por pozo, y un
control negativo.
Los grupos de animales para el analisis previo:
Grupo A. Cinco animales revacunados (positivos a serologia en hato infectado).
Grupo B. Cinco animales revacunados (negativos a serologia en hato infectado).
Grupo C. Cinco animales vacunados (negativos a serologia en hato en fase de
control).

Grupo D. Cinco animales sin vacuna (negativos a serologia en fase de control).

Estimulacion de sangre completa.

Se obtuvo sangre heparinizada que fue transportada en refrigeracion y procesadas
en un periodo no mayor a 18 h.

Se llevaron a cabo los cultivos de sangre completa de cada uno de los animales
colocandose 750 pul por pozo de la muestra en las placas de 48 pozos (NUNC) en
condiciones de esterilidad.

Fueron estimulados con los extractos en sus diferentes concentraciones por pozo
y se dejo el control de la muestra de sangre sin estimular, se incub6 24 h a 37° en

atmosfera hiumeda con 5% de CO2.

Se colectd el plasma y se conservo a 70° hasta su uso.
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La producciéon de Infyse evalué mediante un ELISA empleando un kit
comercial.

Se adicionaron 50 ul de diluyente verde (indicado del sistema) a cada pozo, y se
adicionaron 50 ul de las muestras de los sobrenadantes de las células estimuladas
en cultivo con el antigeno, y de los controles (+/-) en los pozos con el diluyente. Se
mezcla en un agitador para placas por 1 m o pipeteando cinco tiempos.

Se cubrieron las placas con su tapa y se incubaron a temperatura ambiente (22 +/-
5° C) por 60 m.

Se elimind su contenido y se lavaron 6 veces.

Se adicionaron 100 pl de conjugado a cada pozo y se mezclé como en el paso 2.

Se cubrieron las placas con su tapa y se incubaron como en el paso 3 por 60.

Se lavaron 6 veces las placas.

Se adicionaron 100 pl de la soluciéon enzima substrato a cada pozo. Se mezclé en
un agitador para placas por 1 m o pipeteando cinco tiempos.

Se cubrieron las placas con su tapa y se incubaron a temperatura ambiente (22 +/-
5° C) por 30 +/- 5 m protegiéndolas de la luz directa.

NOTA: Se inicio el tiempo de incubaciéon cuando se agrego el substrato al primer
pozo.

Se adicionaron 50 ul de la solucién de paro a cada pozo, y se mezclé con una
agitacion suave.

NOTA: La solucion de paro se agrego en el mismo orden, en el que se adicioné el
substrato de la enzima.

Los resultados fueron expresados en indices de estimulacion (IE), que se
obtuvieron mediante la siguiente férmula: La media de la DO de la muestra

estimulada dividido por la media de la DO del control sin estimular, Rethe! 1990. Rhodes
2000
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6.10.2 Prueba de intradermorreaccion

A los animales de los grupos revacunados se les realizé la prueba de
intadermorreaccion, en los grupos 1 y 2 a los 300 dias y en el grupo 3 después de
420 dias posvacunacion utilizando la “brucelina”.
Se depild un area de 3 x 3 cm en la region del cuello de los animales.
Se realizé la medicién inicial del grosor de la piel utilizando un vernier.
Se inoculd la brucelina a dosis de 0.1 ml por via intradérmica.
Se realiz6 la lectura a las 72 h después de la inoculacién, midiendo el aumento del
grosor de la piel con un vernier.

La prueba se considerd positiva cuando el aumento en el grosor de la piel,

fuese 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 Bercovich 1990,
Cheville 1993, Blasco 1994, Pérez 1997.

6.11. Analisis estadistico

Se realizé la comparacion de datos entre grupos, por medio de un analisis
se varianza con el programa SAS con un procedimiento GLM. En donde los
resuitados en la prueba de ELISA-l los valores (P< 0.05) fueron considerados
como significativos. Y para en el analisis de la produccién de Interferén-y los

valores # (P< 0.01) fueron considerados como significativos.
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7. RESULTADOS
7.1. Estudio seroldégico

En la Tabla 7.1.1 se muestran los resultados obtenidos a las pruebas
serolégicas de tarjeta y rivanol, expresados en numero de animales positivos y sus
porcentajes. En el grupo 1, se presentd el 93% positivos a la prueba de tarjeta y
87% a rivanol para en primer muestreo, comportandose de manera similar al final
del trabajo. En el grupo 2, se presentaron animales positivos a la prueba de tarjeta
y negativos a rivanol, convirtiendose en negativos para los siguientes muestreos,
con excepcion del ultimo muestreo, en el cual se presentaron dos animales
positivos a rivanol con titulos de 1:200 y 1:400. En el grupo 3, se presenté un
animal sospechoso a la prueba de tarjeta, pero negativo al ser confirmado con
rivanol y en el grupo 4, los resultados a las pruebas seroldgicas fueron negativos

en todos los muestreos.

En la Grafica 7.1.1 se muestran los resultados por grupo a las pruebas de
tarjeta y Rivanol durante los diferentes muestreos. El grupo 4 que era el control
negativo, fue 100% negativo en todos los muestreos.
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Tabla 7.1.1: Resultados a las pruebas de tarjeta y rivanol, de grupos revacunados
con RB51, durante los muestreos posrevacunacion.

total Positivos a Positivos
Muestreo Grupo animales tarjeta % a rivanol %
1 30 28 93.3 26 86.6
2 - .23 85.2
3 Grupo 1 23 85.2
4 seropositivos 16 66.7
5 revacunados K
6 {Hato infectado)

]

22

3 Grupo 2

d seronegativos

.5 revacunados

B (Hato infectado)

7

- N
1
2
3 Grupo 3
p) seronegativos
5 revacunados
5 (Hato en control)
7
8
1
2
3 Grupo 4
4 seronegativos
5 (Hato libre)
6
7
8
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Grafica 7.1.1: Namero de animales reactores a las pruebas de tarjeta y rivanol, en los
diferentes muestreos posteriores a la revacunacion con RB51.

Numero de animales reactores positivos ala prueba
de tarjeta y rivanol R

304
25
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@

0 —==— e
12345678 12345678 12345678 12345678
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
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7.1.2. Incidencia en el establo de los grupos 1y 2.

Los grupos 1 y 2, provenian del mismo establo con un total de 585
animales, un muestreo realizado a los 180 dias de iniciado el trabajo sirvio para
determinar la incidencia la cual fue de 10%, resultados que se muestran en las
Graficas 7.1.2 y 7.1.3. En donde ademas en esta ultima grafica se presenta una

comparacion con las prevalencias de tres afios anteriores.
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Grafica 7.1.2. Resultados obtenidos de las pruebas de diagnéstico seroldgico,
para deteminar la incidencia a los 180 dias en el establo al cual pertenecian los

grupos 1y 2.
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Grafica 7.1.3. Prevalencia del dia 180 en el establo al que pertenecian los grupos
1y 2, comparandolo con prevalencias de tres afios anteriores.
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7.1.4 Pruebas de ELISA-l
En los grupos 1 y 2, |a respuesta a IgG1 mostré una elevacion a los 180

dias y 270 posrevacunacién. Alcanzo sus niveles mas altos al dia 90 posteriores a
la revacunacion, empezando a descender a los 120 dias; entre estos grupos los
niveles siguen un comportamiento similar. (Grafica 7.1.4.1a)En el grupo 3, se
observa un aumento a los 30 dias posrevacunacion que alcanzé su nivél maximo
en el dia 60, descendiendo a partir del dia 90. En el grupo 4, los niveles fueron
bajos en los diferentes muestreos. (Grafica 7.1.4.1b).

Para 1IgG2, en los 3 grupos revacunados la respuesta se eleva en el dia 30
posrevacunacion, alcanzando un nivel maximo en el dia 60, disminuyendo hacia el
dia 90. En el grupo control negativo, los niveles se observan muy por debajo de
los otros grupos (Grafica 7.1.4.1ay b)

En la deteccién de anticuerpos para IgM en los grupos 1 y 2, se
presentaron varios aumentos a los 150, 210 y 300 dias (Graficas 7.1.4.3a); en
cambio para el grupo 3, sélo se presenté un aumento para el dia 180 posterior a la
revacunacion; el grupo control negativo no presentd diferencias con respecto al
grupo 3 (Graficas 7.1.4.3b).

Los resultados obtenidos de la prueba de ELISA-I para deteccion de IgG1
se presentan en los cuadros 7.1.41ay b,y en 7.1.4.21a y b para 1gG2, en los
cuales se observa que hubo diferencia significativa entre los diferentes muestreos
en todos los grupos. En los cuadros 7.1.4.3a y b se presentan !os resultados de
IgM, observandose que en algunos muestreos entre el grupo 3 y 4 no hubo

diferencia.
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En las graficas 7.1.4.4a, b y c se presentan la comparacion de los
resultados obtenidos entre IgG1 e IgG2 de los diferentes grupos, con el grupo
control. Observandose que en el caso de los grupos 1 y 2 hubo el nivel mas alto
para de 1gG2 fue a los 60 dias y comienza su descenso a los 90 dias. Mientras
que 1gG1 se mantuvo un poco mas elevada en los siguientes muestreos. En el

grupo 3 los niveles de 1gG2 fueron mas elevados que para IgG1.
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Cuadro 7.1.4.1a Resultados obtenidos de la prueba de ELISA-|I para deteccion de

iIgG1, en los grupos 1, 2 y 4 usando como antigeno células completas de Brucella

abortus RB51.

laG1
GRUPO MUESTREOS
1 L2 3 4 5 6 7o e
G-1 0.879+.022a | 0.964+.022a | 1.086+.021a | 0.839+.022 0.851.022a‘ 0.96:‘0‘23a_ 0.9981.024a 0.87+.025a
G-2 0.676+.02b | 0.703+.019b | 0.809+.019b | 0.735+.019b | 0.657+.019b 0.7'59::.020b' 0.754+.02b | 0.783+£.02b
G4 | 021£.017¢ | 0.231£.017c | 0.25£.017c | 0.256+.017¢c | 0.24+£.017¢ | 0.197+.017¢ | 0.22£.017 ¢ | 0.298+.018¢

Letras diferentes en la
significativa (P<0.05)

misma columna representan una diferencia estadistica

1

1.1
1 4
0,9
0,8
0,7
06
{0';'5 &
04

I L )

Il

Promedio D.O

0,14
ok

034
024

19G1

Revacunacion

muestreos

1 2

G-1 —e— G2

6

G4

Grafica 7.1.4.1a Promedio de ia DO de ELISA-I para deteccién
de anticuerpos contra IgG1, en bovinos revacunados con RB51.
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Cuadro 7.1.4.1b Resultados obtenidos de la prueba de ELISA-| para deteccion de

IgG1, en los grupos 3 y 4 usando como antigeno células completas de Brucella

abortus RB51.

l9G1
GRUPO MUESTREOS
1 2 3 - LI T 6 8
G-3 | 0.283+.018a | 0.507+.018a | 0.555+.018a | 0.358+.018a | 1035440182 +.018a"| 0.354+.020a
G-4 | 021£017b | 0.231£.017b | 0.25£017b | '22§:>017b 0.298+.018b

significativa (P<0.05)

©
©
!

o
\l
!

Promedio D.O

Seoad e

-|-:Revacunacion

C1gGt

muestreos

T T

6 7 8
--W - G-3 —A—G-4

Grafica 7.1.4.1 Promedio de la DO de ELISA-I para deteccién
de anticuerpos contra igG1, en bovinos revacunados con RB51.
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Cuadro 7.1.4.2a Resultados obtenidos de la prueba de ELISA-| para detecciéon de

1gG2, en los grupos 1, 2 y 4 usando como antigeno células completas de Brucella

abortus RB51.

1gG2
GRUPO MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7o
G-1 0.6161.0363 0.538+.037a | 0.608+.036a ’0.615‘1.0363 0.8553:.0373 1.008+.039 a 0.8191.04’3' ,0‘7671‘04121
G-2 0.435+.034b | 0.371+.032b | 0.479+.033b [.0.575+.032b ‘| 0.724+.032b 0.788+.033 b | 0.619+.035b | 0.645+.035b
G-4 0.271+.028¢c | 0.247+.028¢ | 0.245%.029¢ | 0.236+.028c | 0.231+.028c | 0.171+£.027 ¢ | 0.182£.029¢ | 0.109+.030¢c

Letras diferentes en la misma columna representan una diferencia estadistica
significativa (P<0.05)

1.1 5

1
0.9 -
0,8 -
0,7 -
061
0,5 -

Promedio D.O

0.1

044

02

CER

1gG2

Revacunacion

o}

muestreo

Grafica 7.1.4.2a Promedio de la DO de ELISA-|I para deteccién
de anticuerpos contra IgG2, en bovinos revacunados con RB51.
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Cuadro 7.1.4.2b Resultados obtenidos de la prueba de ELISA-| para deteccion de

IgG2, en los grupos 3 y 4 usando como antigeno células completas de Brucella

abortus RB51.

lgG2
GRUPO MUESTREO
1 2 3 4 .5 6 7 8
G-3 | 0.398+.029a | 0.687+.031a | 0.856+.03a | 0.713£.03a | 0661+.029a | 0425+.03a | 0423+.03a | 0.476+.033a
G4 | 0271£.028b | 0.247+.0280 | 0.245:.029b | 0.236+.028b | 0.231+.028b | 0.171£.027b | 0.182+.02b | 0.109:.030b

Letras diferentes en la misma columna representan una diferencia estadistica
significativa (P<0.05)

1.1 4

0,9 -
0.8 4

20,64
0,5 -
04-

"promedio de DO

0,3 -
024

o

0,7+

'0'1 . ‘,

R
;.

:"Revacunacion

1

19G2

muestreo

--®--G-3 —a—G-4

Grifica 7.1.4.2b Promedio de la DO de ELISA-I para deteccion
de anticuerpos contra IgG2, en bovinos revacunados con RB51.
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Cuadro 7.1.4.3a Resultados obtenidos de la prueba de ELISA-I para deteccion de

IgM, en los grupos 1, 2 y 4 usando como antigeno células completas de Brucella

abortus RB51.

. IgM
GRUPO MUESTREO .
1 . 3 4 5 6 ST f'_f."' : et
G-1 1.056+.02a 1.089+£.021a | 0.793+.02a | 0.925+.019a | 0.857+.022 | 1.012+.021a 1.217£.022 a 3 f0‘7,65:f:.0227a
G-2 1.121£.019b | 1.058+.018a | 0.79+.01178a | 1.068+.018b | 0.852+.018a | 1.022+.018a | 1.074+.018b 0.81.0197t a
G4 0443%.015¢c | 044+.015b | 0493+.016b | 0.429+.015¢c | 0.436+.015b | 0.473+.015b | 0.832+016¢ 0.51+.016 b

significativa (P<0.05)

Letras diferentes en la misma columna representan una diferencia estadistica

1.4 -
1.3 -
1.2
11 -

1 4
09 -

0.6 4
- 0,6+

Promedio D.O

03

0,1 4

 °'8‘_'”1 B
074

0,474

J02.d

Revacunacion

9]

muestreos

1 2

6

7

8

G-1—®— G2 —a—G-4

Grafica 7.1.4.2a Promedio de la DO de ELISA-| para deteccion
de anticuerpos contra IgM, en bovinos revacunados con RB51.
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Cuadro 7.1.4.3b Resultados obtenidos de la prueba de ELISA-| para deteccion de

IgM, en los grupos 3 y 4 usando como antigeno células completas de Brucella

abortus RB51.

igM
GRUPO MUESTREO
1 2 3 4 5 6 7 8
G-3 0.673+.016a 0.7+.017a .0.57+.016a | 0.544+.016a | 0.55+.016a | 0.519+.016a | 0.536+.016a | 0.478+.018a
G-4 0.443+.015 0.44+.015b " _'0.493:7016b 0.429+.015b | 0.436+.015b | 0.473+.015b | 0.832+016b | 0.51+.016a

Letras diferentes en la misma columna representan una diferencia estadistica
significativa (P<0.05) : ‘

1.4 4
1.3 4
1,2

091

Promedios D.O.

70,54
0,4
0.3
0.2
0.1
0

0,8
0'74 :
064 .

IgM

1.1 4 -

“ Revacunacién =

.-

-~

- _
dintted Rt

i

1 2 3

muestreos

— - G-3 —a—G-4

Grafica 7.1.4.3b Promedio de la DO de ELISA-i para deteccién
de anticuerpos contra IgM, en bovinos revacunados con RB51.
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Grafica 7.1.4.4: Resultados de las pruebas de ELISA-l con antigeno de RB51
Brucella abortus, comparando los niveles de los isotipos IgG1 e 1gG2 por grupos.
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A: Cofnparacién de los niveles de IgG1 e IgG2 en la prueba de ELISA-I,
en el grupo 1 bovinos seropositivos revacunados en hato infectado.
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B: Comparacién de los niveles de 1gG1 e IgG2 en la prueba de ELISA-I,
en el'grupo 2 bovinos seronegativos revacunados en:hato infectado. - -
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C: Comparacion de los niveles de IgG1 e IgG2 en la prueba de ELISA-I, en
el grupo 3 bovinos seronegativos revacunados en hato ¢n fase control.
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7.2. Estudio bacterioldgico

A partir de muestras de leche y de exudado vaginal, de vacas del grupo 1,
se aislaron seis cepas lisas de B. abortus que correspondieron al biotipo 1. La
identificaciéon se hizo basandose en el cuadro 7.2.1. No se logro obtener ningtn
aislamiento de la cepa vacunal. En los grupos 3 y 4 no hubo aislamientos que

fuesen sugerentes de B. abortus.

7.3. Presencia de abortos

Durante la realizacion del trabajo, en ninguno de los grupos hubo la presencia

de abortos.
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Cuadro 7.2.1. Pruebas Vdri’agnésticas para la identificacion de Brucella abortus.

Aglutinacion con sueros

: Crecimiento en presencia de * )
Necesidad: S e e . -.monoespecificos.’. .

Biovariedad

Fucsina

Safranina [ A | M

7|+ bdsic

3 Concentraciéon de 20 mg/ml de tionina y fucsina basica y de 100 mg/ml de
safranina en medio suero dextrosa agar.

® A= suero monoespecifico anti-A; M= suero monoespecifico anti-M.

¢ Positivo para ia mayoria de las cepas.

9 Algunas cepas aisladas en Canada, Gran Bretaiia y U.S.A. son inhibidas por la
fucsina basica

Otras caracteristicas de esta especie es que la marfologia colonial habitualmente
es lisa, es oxidasa positiva, ureasa positiva, sus exigencias de suero son nulas y

su hospedador preferencial es el ganado bovino. M y Blasco 2000.
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7.4 PRUEBAS DE INMUNIDAD CELULAR

7.4.1 Determinacion de los extractos empleados para la evaluacién de la

produccion de IFN-y.

Los resultados de la produccion de IFN-y, se expresan como los indices de
estimulacion obtenidos en el ELISA, indicando una mayor producciéon de interferén
con el empleo del extracto sonicado de B. aborius RB51, mostrando que este fue el
mas apropiado para la estimulacién de las células in vitro.

Los resultados observados en los grupos vacunados y revacunados (A, B, y
C), muestran una produccion elevada de IFN-y, que no fue dependiente de las
concentraciones utilizadas 10 pg, 5ug y 2.5 ng/mi, pues con cualquiera hubo
produccion de esta citocina. Después del extracto sonicado, las proteinas de
membrana interna y citosol fueron los antigenos que siguieron en capacidad para
inducir la produccion de IFN-y. La produccion de esta citocina inducida por los
lipopolisacaridos se observé una ménor respuesta que no fue significativa para
los grupos A y B; para el grupo C se observa indice de estimulacion significativo
principalmente con el LPS de tipo rugoso. En el grupo de animales negativos no
vacunados (D), no hubo una produccion significativa con ninguno de los extractos.

Los resultados del ELISA para deteccion de IFN-y, con los diferentes

extractos expresados en IE se presentan en las Graficas 7.4.1.1: A,B,C,D.
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Grafica 7.4.1.1. Resultados de la estandarizacion con diferentes antigenos de Brucella abmtus de la prueba de
ELISA para deteccidn de Inf-y representadas en IE.
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7.4.2 Muestreos mensuales para la deteccion de interferén-y.

Los resultados de la produccion de IFN-y en los diferentes muestreos, se
presentan en la Grafica 7.4.2.1, En los grupos 1 y 2 se observa un aumento en la
produccion de interferon en el dia 30 posrevacunacion (muestreo 5). De manera
general se observa que en los grupos en los que hubo una revacunacion (Grupos
1, 2 y 3) se presenta una elevada produccion de IFN-y, a diferencia del grupo
negativo (Grupo 4), lo que nos indica que la presencia del IFN-y es dependiente

del grado de estimulacion antigénica que se presenté después de la revacunacion.
En el analisis estadistico, no se encontré diferencia significativa (P< 0.01) al

comparar entre los grupos 1 y 3, pero si la hay entre los dos grupos 1 y 2 que

eran del mismo establo (alta prevalencia) Tabla 7.4.2.1.
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Grafica 7.4.2.1: Produccion de Interferon-y expresados en |E en cultivos de sangre
completa de los diferentes grupos de animales. Los cultivos se estimularon con 10
ug/ml de un extracto sonicado de B. abortus RB51. Grupo 1(G-1) animales
positivos serologia revacunados y Grupo 2 (G-2) animales negativos revacunados
pertenecientes a un hato con aita prevalencia de la enfermedad; Grupo 3 (G-3)
animales negativos revacunados pertenecientes a un hato en fase de control de la
enfermedad; Grupo 4 (G-4) grupo control negativo.

Tabla 7.4.2.1. Promedio de los indices de estimulacion de Inf-y de los cuatro
grupos.

GRUPO PROMEDIO DE I.E. ERROR ESTANDAR
G-1 9.7439072 ° 1.56007
G-2 14.0882131° 1.55685
G-3 8.0229692 ° 1.05837
G-4 1.6481505 °© 1.09330

Las letras a, b, y c, indican que hay una diferencia significativa de (P=< 0.01), entre

los grupos estudiados
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7.51. Prueba de intradermoreaccion

Se realizé el dia 300 para los grupos 1 y 2 y el dia 420 para el grupo 3, en 10
animales de cada grupo, los resultados se aprecian en la Tabla 7.5.1.1. En el grupo
de animales seropositivos revacunados en hato infectado (grupo 1) se presentd un
40% de reactores, En el grupo negativo reva‘cunados en hato infectado (grupo?2), el
100 % de los animales evaluados fueron positivos y en el grupo negativo revacunado

en hato en fase de control (Qrupo3), se obtuvo 64% de animales positivos.

E! grupo control negativo inicial del estudio seroldgico no pudo ser utilizado,
ya que en esa fecha, los animales tenian que ser reubicados, pero se usé otro grupo

de cinco animales negativos y sin vacunar de los cuales el 100% fueron negativos a

la prueba.
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Tabla 7.5.1.1 Resultados obtenidos en la prueba de intradermorreaccion en los
diferentes grupos.

%
Grupo NOMERO | (DI M- | DIFERENCIA AUMENTO | INTERPRETACION
472 - - Bmm 6mm 0 N
596 6 0 N
601 6" 0 N
e - :
seropositivos 799 5 0.
revacunados ‘
(hato infectado) |— 848 5. 780,
771 9 ..
676 5
669 7.
52 5mm 400 - P
256 5. 760 P
593 6 50 P
T 2 Ei
seronegativos 520 3 50 B
revacunados
(hato infectado) 648 5 580 P
774 5 840 P
549 6 567 P
258 5 900 P
845 8 0.
888 5 Q- N
38274 7 L0 N
59255 6 Q0 N
Grupo 3 861 7 287 P
seronegaitivos 864 5 ~:340 P
revacunados 898 12 58 P
(hato en control) 902 8 263 P
38253 6 16 P
30338 5 80 P
57221 7 229 P
N= Negativo
P= Positivo

FALLA Dy o 0N




8. DISCUSION

La vacuna RB51 de B. abortus que carece de la cadena O, juega un papel
central en el diagnostico serolégico de brucelosis, ya que las pruebas se basan en
la deteccion de anticuerpos contra este antigeno inmunodominante; antigeno que
es capaz de inducir una respuesta de anticuerpos en animales expuestos a las

brucelas lisas. (Schurig 1998, Blasco 2001).

La vacunacion con RB51 tiene un efecto protector similar al inducido por la
cepa 19, aunque se recomienda aplicarla una sola vez, con una dosis de 1x10"°
UFC para becerra, o de 3x10° UFC para vaca; bajo las condiciones de la
enfermedad en México es recomendable llevar a cabo la revacunacion (Blasco
2001, Schurig 1998). Actualmente en algunos establos del Complejo Agropecuario
Industrial de Tizayuca, se revacuna con RB51 cada seis meses, sin importar el
estatus inmunolégico del animal; de ahi la importancia de evaluar la respuesta en

un grupo animales serologicamente positivos y revacunados.

A los cuatro meses posteriores a la revacunacion en los animales positivos
del hato con elevada prevalencia (grupo 1), se presenté un 93% de positivos a
tarieta y 87% a rivanol, en referencia a esto, la literatura menciona que los
resultados positivos a las pruebas serolégicas de diagnoéstico, indican la presencia
de anticuerpos causados por la infeccion con cepas de campo de B. abortus y no
anticuerpos inducidos por la vacunacion sin importar la edad, dosis 6 frecuencia
de vacunacién (Stevens 1995, Cheville 1993, Blasco 2001, Schurig 1998, Uzal
2000). Aunque es probable que en zonas endémicas los anticuerpos detectados,
sean debidos a que los animales han estado en contacto con la bacteria, y su
sistema inmune ha sido capaz de controlar la infeccion. Esta situacidon causa una
confusion en el diagnoéstico, ya que esta situacion que no se presenta en paises

donde la prevalencia de la enfermedad es baja.
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En el grupo de animales negativos revacunados en el hato con elevada
prevalencia (grupo 2), se presentd una respuesta atipica posvacunal en algunos
de los animales, en los cuales durante algunos muestreos dieron una reacciéon
positiva a tarjeta y negativa a rivanol, volviendose negativos posteriormente,
situaciéon que se presenté después de una segunda revacunacion. Respuestas
similares se han observado en diferentes estudios realizados en México. Por
ejemplo Leal y cols (2000) evaluaron el comportamiento de la vacuna RB51 en un
establo libre de brucelosis, bajo riesgo de infeccion ya que en un hato caprino
contiguo se presenté un brote de brucelosis, lo que coincidio con la presencia de
animales positivos a tarjeta y negativos a rivanol. Sin embargo, no se encontraron
vacas con brucelosis. Canti y cols. (2001) trabajando en un establo con 8.7% de
prevalencia de brucelosis, vacunaron 392 vacas con dosis vaca de RB51, las
cuales fueron muestreados mensualmente durante un aifo. Encontrando casos
positivos a la prueba de tarjeta pero negativos a rivanol hasta los seis meses
posvacunacion. Orozco y cols. (1999), en un hato de 137 bovinos en condiciones
semiextensivas con 24% de prevalencia de brucelosis, vacunaron con RB51 dosis
vaca presentandose nuevos casos a la prueba de tarjeta y negativos a rivanol
durante seis meses posvacunacion con un 5% de incidencia mensual. Leal y cols
2000b trabajando con 35 bovinos revacunados en un hato con elevada
prevalencia, posterior a la revacunacion, encontraron que el 6% fueron positivos a

la prueba de tarjeta y negativos a rivanol por varios meses.

En el grupo de animales negativos revacunados que estaban en el hato en
fase de control de brucelosis (el grupo 3), durante tres muestreos se presentd un
animal sospechoso a la prueba de tarjeta pero negativo a rivanol, lo que puede
deberse a una reaccion cruzada a nivel de cadena O con otra bacteria, ya que las
pruebas de diagnéstico se basan en la deteccion de este antigeno (Schurig 1998).
Sin embargo, no se presento la respuesta atipica como fue el caso de los grupos
del hato con elevada prevalencia, confirmando lo encontrado por Uzal (2000) en
un estudio con bovinos donde revacunaron tres veces con dosis reducida, no

encontraron interferencia en el diagnostico, a pesar de la aplicacion de multiples
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revacunaciones estas no interfirieron con las pruebas serolégicas con el fin de

detectar animales infectados.

En este trabajo se determind la incidencia y la prevalencia de la
enfermedad, en donde al hacer una comparacion con prevalencias de tres anos
anteriores se observo una disminucion en el Gltimo afo, la cual fue debida a que
en este periodo los animales positivos fueron separados y eliminados
paulatinamente a diferencia de los tres ainos anteriores. Herrera en 2002 realizé
un estudio prospectivo durante 660 dias, trabajando con 1150 vacas en dos
establos, uno con una prevalencia de 15%, y otro menor al 10%. Todas las vacas
se vacunaron con RB51 dosis reducida y se revacunaron después de 90 dias. En
el establo de baja prevalencia se eliminaron los animales positivos y todos los
nuevos casos finalizando el primer afio con incidencias menores al 1%, logrando
que fueran nulas hacia el segundo afio. En establo de alta prevalencia no se
eliminaron los animales seropositivos, presentandose un incremento mayor del
17% al término del primer ailo. Una vez que se eliminaron los animales positivos,

las incidencias llegaron a ser menores del 1%.

En la respuesta humoral que se desarrolla con la vacunacion, los titulos
mas altos y que perduran por mas tiempo son IgM, y a continuacién aparece 1gG
que disminuye hasta hacerse imperceptible por los métodos convencionales
alrededor de los ocho meses después de la exposicion. (Corbel 1991, Sanchez
1998). Sin embargo, en este trabajo se realizé un ELISA-I, utilizando como
antigeno celulas completas de RB51, para evaluar la respuesta de anticuerpos en
bovinos revacunados con RB51 y los resultados obtenidos en el caso de los
grupos 1 y 2 revacunados, los niveles de igG1 fueron de mayor duracion y
comenzaron a descender en el dia 120 posvacunal. Los niveles de IgG2 tuvieron
una duracién mas corta, disminuyendo disminuyendo para el dia 90. Lo que
coincide con que en caso de infecciones persistentes producidas por cepas
virulentas, la respuesta de I1gG se mantiene y persiste en un nivel alto,
frecuentemente durante afios, pudiendo mantenerse alguna produccion de IgM,

51




pero estaran cubiertos por la respuesta de 1gG (Corbel 1991, Sanchez 1998). En
el grupo negativo revacunado (grupo 3) las concentraciones de IgG2, son mas
altas que las de IgG1 en ambos casos alcanzando su nivel mas alto en el dia 60.
Esto respalda lo reportado por Corbel (1991), que la produccion de anticuerpos
IgG2 también pueden aparecer particularmente después de una infeccidn o
exposicion repetida mediante revacunaciones; que es el caso de tres de los
grupos de animales de este trabajo. Mientras que Diaz y cols (2003) encontraron
en el ELISA-l con LPS-liso como antigeno, niveles elevados de IgG2 en vacas
infectadas y de IgG1 en vacas vacunadas y en revacunadas con RB51 y en el
ELISA-l con LPS de RB51, la respuesta no presentd diferencia entre isotipos y

grupos.

Gomez en 2000 mediante un ELISA-I con un antigeno de células completas
de RB51, evalué la respuesta de IgG en 29 becerras vacunadas con RB51,
observando que el 85% de los animales presentaron respuesta a la vacunacion,
en la cual alcanzaron sus niveles mas altos entre los 15 y 60 dias, a partir de los
cuales empieza a descender desapareciendo hacia los 150 dias. El 15% de los
animales presenté una respuesta negativa similar al grupo control. Datos que
coinciden con los encontrados en el presente trabajo, ya que la concentracion de
IgG mas altas se observaron entre los dias 60 y 90, comenzando a disminuir para
el dia 120, y para el grupo control la respuesta fue muy baja.

Stevens y Olsen en 1996, encontraron que en un ELISA con un antigeno
preparado a partir de células completas de la C-2308, los bovinos vacunados con
RB51 (5x10° UFC) a las cuatro semanas posvacunacion, tuvieron un incremento
significativo en la concentracion de IgG pero no de IgM. Estos resultados sugieren
que la vacunacion con RBS51, inducen la presencia de titulos de IgG bajos o
pasajeros. Estos datos son similares a los encontrados en el grupo3, pues los
niveles de IgG1 e IgG2 son mas elevados que los encontrados para IgM.

52




Montafa (1998) en un trabajo en el cual vacuné a cuatro grupos de
animales con C-19, RB51, OMP-2 y OMP-2 mas cadena O y desafiados el dia 60
con la C-2308, encontré en un ELISA con extracto de RB51 que los isotipos 19G1
e 1gG2 se manifiestan como valores positivos en todos los grupos, sugiriendo la
capacidad inmundgena de estas proteinas. Las proteinas estructurales de RB51
presentes como antigenos purificados, inducen en el animal una respuesta
favorable a la produccidn del isotipo IgG2, insinuando una respuesta de tipo Th1.
Mientras que en los animales vacunados con C-19, se observé un mayor nivel de
anticuerpos IgG1, mientras los niveles de IgG2 son bajos. La alta produccion de
IgG1 se debe a estimulacion policlonal de linfocitos B, ocasionada por el alto
contenido de LPS de la C-19. Uzal y cols. (2000) realizaron un ELISA-l usando
LPS-R de RB51 como antigeno, para detectar anticuerpos contra RB51. Los
animales tuvieron una leve respuesta inmune humoral después de la vacunacion y
con una segunda revacunacion los titulos se incrementaron en todos los animales.
Los titulos de IgG1 se elevaron en el dia 29 llegando a su maximo el dia 50 y
posteriormente descendieron hacia el dia 153. Pérez en 1997, realizé un ELISA-I
con antigeno rugoso a partir de RB51, en la cual los titulos de I9gG se encuentran
en su pico maximo a los 30 dias posvacunacion, manteniéndose en forma elevada
hasta el dia 120 a partir del cual empezaron a descender gradualmente hasta los
270 dias registrandose valores mas altos que en los previos a la vacunacion. En
estos trabajos se observa una respuesta muy similar a los resultados que se
encontraron para los grupos 1, 2 y 3 de animales revacunados, en ios cuales se
presentaron los niveles mas altos de 1IgG1 en los primeros 90 dias los que

descendieron a partir del dia 120.

Con el aislamiento de las cepas a partir de las muestras de leche y de
exudado vaginal en el grupo uno, se confirma la infeccion en estos animales y
estas cepas correspondieron a B. abortus biotipo 1 que es el que se ha encontrado
mas comunmente en la zona (Bustamante en 1998, Leal en 2000b).
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Uzal y cols (2000) reportan que la cepa RB51 fue aislada de leche en
algunas vacas a los 60 dias posvacunacién, indicando que esta cepa puede
sobrevivir en animales prefiados por un minimo de dos meses y Leal y cols.
(2000b) reportan el aislamiento de dos cepas de RBE1 a partir de leche y exudado
vaginal a los 90 dias posrevacunacion. Samartino y cols (2000), en un grupo de 57
animales vacunados a los seis meses de edad con C-19 y revacunados con RB51
a los siete meses de gestacion, aistaron la cepa RB51 de un animal a partir de
muestra de leche a los tres dias posparto. Por lo que la cepa RB51 puede ser
aislada de leche en un corto tiempo en un bajo porcentaje de animales
revacunados en edad adulta y gestantes, situacion que es bien conocida con la C-
19. A pesar de que diversos autores reportan el aislamiento de la cepa RB51, en
este trabajo en ninguno de los grupos revacunados se obtuvo el aislamiento de la
cepa, situacion que puede deberse a que el tiempo que se consideroé para la toma
de las muestras fue corto, ya que solo de considero a los animales que estuvieran

dentro del primer mes posparto.

Durante el tiempo de realizacion del presente trabajo no se presentaron
abortos debidos a la vacunacion o infeccion en ninguno de los grupos. El aborto es
un factor de transmision de brucelosis entre bovinos, dato que indica que la
vacunacion con dosis reducida de RB51 puede ser efectiva en la reduccion de la
transmision de la enfermedad. La vacunaciéon con RB51 es tan efectiva como la C-
19 ya que induce proteccion contra subsecuentes infecciones, previniendo el

aborto por Brucella e induciendo una respuesta inmune (Olsen 2000, Samartino y
cols 2000).

Brucella abortus es un patdégeno intracelular facultativo, capaz de
multiplicarse y sobrevivir en células fagociticas o macréfagos, por lo que la
respuesta inmune mediada por células es de gran importancia para la proteccion y
eliminacion de la infeccion. La proteccion se define en funciéon de los linfocitos T,
los cuales participan en los mecanismos de activacion de macriofagos para la
eliminacion de la bacteria (Villamil 1995). En este trabajo se realiz6 la evaluacion
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de IFN-y que es un potente modulador de una amplia variedad de poblaciones
celulares, que participan en la adquisicion de resistencia en la respuesta inmune
celular. La produccion de IFN-y en respuesta a el extracto sonicado de RB51, fue
usado como método de medicién de la respuesta celular en bovinos revacunados;
ademas de que los resultados se pudieron obtener en un tiempo de 24 h y fue
especifico para IFN-y, ademas de que el estatus inmune del animal no se ve
comprometido por administracion de antigenos como sucede con la
intradermorreaccion. (Wood 1990, Rothel 1990, Weynants 1995).

Montafia en 1998 encontré que frente a un extracto crudo de B. abortus
RB51, los indices de estimulacion fueron superiores, especialmente en los grupos
vacunados con RB51 y C-19, los cuales presentan mayores valores el dia 60, lo
que sugiere que este extracto seria el apropiado para evaluar linfoproliferacion que
es otra forma para medir la respuesta inmune celular. En el caso del presente
trabajo, cuando se evaluo la capacidad inductora de IFN-y, con diferentes
preparaciones proteicas y lipopolisacaridos de B. abortus, en cultivos de sangre
completa de bovinos vacunados con RB51; el extracto sonicado a una
concentracion de 10 ug/ml, fue el antigeno con el cual se observd una mayor
produccion de IFN-y, esto puede deberse que al presentar todos los componentes
de la bacteria, se tiene un mayor numero de clonas que reconocen a los diferentes
tipos de antigenos, que los que se presentan con un antigeno mas purificado. Con
los grupos utilizados se observé una produccion elevada de la citocina que no fue
dependiente de la concentracion utilizada, ya que en las diferentes

concentraciones de antigeno utilizadas se obtuvo una buena respuesta.

La produccion de IFN-y inducida por la estimulacion in vitro de las células
sensibilizadas con el extracto sonicado, en los diferentes grupos de animales
revacunados, fue significativa al compararila con el grupo negativo. Se presento
una menor produccién para el grupo 1 que para el grupo 2, que fueron los grupos
de animales expuestos a cepas de campo. En el grupo 3 la respuesta fue menor a
la del grupo negativo en hato con elevada prevalencia (grupo 2), debido a que a
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mayor estimulacion in vivo es menor la produccién de IFN-y, esto indicaria que es
dependiente del grado de exposicion y estimulacién antigénica. La deteccion de
IFN-y es correlacionada con la estimulacion de linfocitos antigeno - especifica
(Burrells 1999). La determinacion de niveles de IFN-y es un reflejo del estado de
proteccion a la infeccion, siempre y cuando la produccion de este sea antigeno

especifico (Montafa 1998).

Villamil (1995) reporté que Moreno en. 1981 y Brooks y Splitter en 1988
encontraron ausencia del papel mitogeno del LPS-L de Brucella en bovinos, pero
Vendrel en 1980 si hallé una actividad linfoproliferativa. Mientras que Montafa en
1998 reporta que desde el punto de vista de evaluacion de la inmunidad celular, la
respuesta blastogenica frente a antigenos polisacaridos como son la cadena O y
el LPS-LL es muy baja, por lo que puede interpretarse como que séio un bajo
porcentaje de la poblaciéon linfoide presenta especificidad por este tipo de
antigenos. Situacion que se comproboé cuando se realizé la seleccion del extracto
antigénico, que indujera una mayor produccion de IFN-y para evaluar la inmunidad
celular, ya que con los que se observé una menor produccion de la, fue con los
LPS-L y LPS-R, independientemente de la concentracion utilizada.

Una opcion para evadir las reaeciones cruzadas de anticuerpos, debidas al
LPS-L. en las pruebas serologicas, es basar el diagnéstico en la mediciéon de la
respuesta inmune celular, Un ejemplo es el empleo de la prueba de
hipersensibilidad retardada (DTH) con antigenos proteicos de Brucella, siendo
este método muy especifico para llevar a cabo la evaluacion de la respuesta
inmune celular inducida por la vacunacion en este caso con RB51. Esta prueba esta
basada en el modelo desarrollado para el diagndstico de Tuberculosis. (Pouillot y
cols 1997). En este estudio la prueba de DTH fue realizada el dia 300
posrevacunacion para los grupos 1y 2 y el dia 420 para el grupo 3 en 10 animales
de cada grupo. En el grupo de animales seropositivos revacunados en hato infectado
(grupo 1), sélo el 40% resulto ser positivo, el que el restante 60% no reaccionaran a
la prueba de DTH, puede deberse a una reaccidon anérgica. Los animales pueden
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desarrollar una reaccién alérgica durante largos periodos de seronegatividad y otros
pueden ser anérgicos, particularmente en animales crénicamente infectados (Pouillot
y cols 1997). La respuesta anérgica a los alkrgenos de Brucella no esta bien
documentada (Blasco 1994). Sin embargo, la inmunosupresion, estrés, la
desnutricion, la prefiez, lactancia y aplicacion de algunos corticosterocides han sido
sugeridos como importantes factores causantes de procesos de anergia (Wood
1991, Tizard 1996, Estrada 2001, Diaz OF 2003). En el grupo de animales
seronegativos revacunados en hato infectado (grupo 2) el 100% fueron reactores. Es
reconocido que la inmunidad celular juega un papel importante en la proteccion
contra brucela, (Fernandes 1995) por lo que al haberse presentado un 100% de
positividad en la prueba se deduce que la vacuna estimulé una adecuada inmunidad
celular. Sin embardo, Diaz y Blasco (1986) mencionan que cualquier vacuna viva
lisa o rugosa puede producir respuesta en esta prueba, por lo que el valor
diagnostico de la DTH se pierde en zonas en las cuales el control se basa en la
vacunacion, que es el caso de México. En el grupo de animales seronegativos
revacunados (grupo 3) solo el 64% de los animales fueron reactores, cabe
mencionar que en este hato se tienen problemas de fasciolasis y neospososis, la
fasciolasis es una enfermedad que se ve favorecida en condiciones de pastoreo, la
evasion de la respuesta inmune hace que los bovinos infectados sean mas
susceptibles a otras enfermedades, una explicacion que se puede dar a este
fenémeno en por que Fasciola hepatica puede provocar inmunosupresion del animal
(Quiroz 1984), por lo que tal situacion puede generar que algunos individuos no
respondan a las pruebas presentandose un proceso de anergia. En el grupo
seronegativo en hato libre no se presentaron animales reactores que era lo esperado
ya que Bercovich en 2000 reporta que en bovinos de areas con baja prevalencia o
libres de brucelosis presentan un incremento mayor o igual a 2 mm puede ser
considerado como un indicativo de infeccion. Sin embargo, diversos estudios
indican que la DTH usada en combinacién con las pruebas serolégicas, mejora el
diagndstico de brucelosis y que cualquier aumento palpable en el sitio de
inyeccion después de 48 h es considerado como positivo. (Bercovich 1990).
Cheville en 1994 aplicé brucelina derivada de la cepa RB51, la cual indujo una fuerte
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respuesta en animales vacunados con C-19, pero no causé reaccion en animales
vacunados con RB51, estos autores mencionan que la falla a la cual pudo deberse,
es por la carencia de la cadena O del LPS de la RB51.

Pérez en 1997, evalud la respuesta inmune celular inducida por la vacunacion
con RB51, en 16 hembras a los 12 meses posvacunacion en un hato con 8% de
seroprevalencia, para lo cual utilizé la prueba de DTH en la cual obtuvo el 100% de
reactores positivos, de la cual se deduce que la vacuna estimulé una adecuada
inmunidad celular. Leal en 2000a, realizé la DTH utilizando brucelergeno en un grupo
de 35 vaquillas en un hato en fase de control de brucelosis, a los 12 meses
posvacunacion con RB51 en el cual, el 91% de los animales fueron reactores
positivos, lo que indicé que la vacuna confirid inmunidad celular. Mientras que
Cheville en 1993, vacunando 24 novillas a los 10 meses de edad con C-19, RB51 y
con dos mutantes por transposicion, aplicaron la brucelina antes y cinco meses
después de la vacunacion obteniendo respuesta solo después de la vacunacion en

animales serologicamente negativos.

El tipo de respuesta inmune que se presenta, se ve favorecido por la
estimulacion antigénica in vivo. En el grupo 1, de acuerdo a los resultados
obtenidos se pensaria en una respuesta de tipo Th2; debida a la presencia de
anticuerpos en las pruebas serologicas en las que se muestran elevados niveles
de 1IgG1 (Golding y col, 2001), y una pobre respuesta de tipo celular en ambas
pruebas empleadas, esto puede ser por que los animales han permanecido
positivos por mucho tiempo y han tenido por lo menos dos revacunaciones
propiciando un proceso de anergia en la respuesta celular.

En el grupo 2 se presento una respuesta de tipo Th1, ya que se observaron
niveles elevados de IFN-y posrevacunacion y el100% de reactividad a la prueba
intradérmica y los niveles altos de IgG2 (Vermulapalli 2000a), lo que es un indicio
de que en este grupo de animales se implementé una buena respuesta de tipo
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celular. Ademas de que es conocido, que los niveles de IFN-y se encuentran mas

elevados en fases tempranas de la infeccion. (Pasquali 2001)

En el grupo 3 la respuesta de tipo Th1 se ve favorecida mostrando una
clara respuesta de tipo celular, ya que se observan niveles elevados de |IFN-y y
una buena respuesta a la prueba intradérmica y niveles elevados de 1gG2.
(Vermulapalli 2000a). Estos niveles elevados pueden ser propiciados por una

revacunacion (Corbel 1991).

La respuesta de anticuerpos del tipo 1gG2, indican una absoluta correlacion
entre los niveles anti-igG2 de Brucella y la infeccién del animal. EI monitoreo
especifico de 1IgG2 puede ser de valor en deteccidon de bovinos infectados con
Brucella (Lawman 1986). En estudios in vitro se ha demostrado que la repuesta de
isotipos pueden ser polarizados bajo ciertas condiciones experimentales y que la
expresion de IgG1 es positivamente requerida por la I1L4 y la expresion de 1gG2 es

positivamente regulada por el IFN-y. (Estes 2002)

En el caso de la respuesta inmune celular evaluada por la produccion de
IFN-y y la prueba de intradermorreaccién en los diferentes grupos, se observa una
coincidencia en los resultados obtenidos; ya que para el grupo 1 hay una baja
respuesta en las dos pruebas, los animales del grupo 2 demuestran una buena
inmunidad celular y en el grupo 3 en general hubo una buena respuesta y en los
animales que no se presenté respuesta a las pruebas de IFN-y e

intradermorreaccion, podria atribuirse a su estado fisiologico.
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9. CONCLUSIONES

e La reaccion positiva a tarjeta se debe a una respuesta inmune
secundaria, debido al reconocimiento primario que adquirieron las vacas al
estar en contacto con las cepas de campo y posteriormente al ser
inmunizadas, se presenta un reconocimiento antigénico de las proteinas.

e En respuesta a la revacunacion en animales infectados, los titulos de

IgG1 fueron mas elevados que los de IgG2.

e Los titulos de IgG2 en animales revacunados en hatos en fase de control,

fueron mas elevados que los titulos de 1IgG1.

e El extracto sonicado de Brucella abortus RB51, resultd ser adecuado para
estimular la produccion de IFN-y, en sangre completa de animales

vacunados y revacunados con RB51.

e La vacuna RB51 induce una buena respuesta inmune celular, que puede

ser medida mediante IFN-y.

e En el caso del grupo 1 de animales positivos revacunados, se confirma el
estado de anergia inmunoldgica en el 60% de los animales expuestos a la

Brucella por largos periodos.

e |Las pruebas para evaluar la respuesta inmune celular sugieren que la

vacunacion con RB51 confirié una inmunidad adecuada.

e Para que un programa de control de brucelosis funcione adecuadamente,
se deben tener estrictas medidas de bioseguridad en el establo, ademas del
uso de la vacunacion y la revacunacidon que esta indicado en zonas
endémicas de brucelosis, debiéndose realizar la eliminaciéon de animales

seropositivos al término de su ciclo de productivo.
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