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RESUMEN 

RESUMEN 

Martínez Chavarría Luary Carolina. Identificación mo lecular de las 
cepas vacunales 819 y RBSl de Brucella abortus. (Bajo la dirección del 
M. en C. Rigoberto Hernández Castro y Dr. Antonio Verdugo Rodríguez ) 

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa de origen 
bacteriano que afecta tant o al humano como a diferentes especies 
animales domésticas y silvestres . Esta enfermedad tiene una amplia 
distribución mundial y es enzoótica en México; está incluida en la 
lista B de enfermedades de acuerdo con las disposiciones de la Oficina 
Internacional de Epizootias (OlE) , que comprende "enfermedades 
transmisibles importantes desde el punto de vista socioeconómico y 
sanitario a nivel nacional y cuyas repercusiones en el comerci o 
internacional de animales y productos de origen animal son 
considerables". El impacto de esta enfermedad se ve reflejado en tres 
áreas: salud animal, salud pública y pérdidas económicas en el sector 
agropecuario. 

Debido a las serias consecuencias médicas y económicas de la 
brucelosis, los esfuerzos se dirigen a la prevención de la enfermedad 
por medio del uso de vacunas . En la década pasada, la vacuna que se 
usaba ampliamente en los bovinos, era la cepa vacunal B. abortus 819. 
La cepa 819 tiene una deleción en uno de los genes del operón ery que 
participa en el catabolismo del eritritol. En México, desde 1997, se 
aprobó el uso de la vacuna B . abortus RBS1. Esta cepa presenta una 
secuencia de inserción (18) conocida como elemento 18711, 
interrumpiendo el gen wboA. La presencia de una deleción en la cepa 
819, así como del elemento 18711 interrumpiendo el gen wboA en la cepa 
RBSl, puede evidenciarse fácilmente mediante Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR). Con base en este hecho se estandarizó un ensayo de 
PCR que permite identificar y diferenciar a las cepas 819 y RBSl de 
todas las demás especies y biotipos de Brucella. 

Esta técnica se utilizó para la caracterización de 11 cepas de campo 
de Brucella abortus procedentes de leche bovina. Las once muestras 
dieron un producto de amplificación de 4S6 pb con el PCR que 
identifica a la cepa vacunal RBSl, descartando con ello la presencia 
de alguna cepa vacunal RBSl dentro de las cepas de campo. Con la PCR 
que identifica a la cepa 819, nueve de las once muestras amplificaron 
un producto de 1063 pb, mientras que dos de ellas amplificaron un 
producto de 361 pb, lo que significa que estas dos cepas de campo 
correspondían a cepas vacunales 819 de B. abortus. 

Los resultados obtenidos en este trabajo comprueban que la presencia 
de una deleción en la cepa 819, así como del elemento 18711 
interrumpiendo a la cepa RBSl, características únicas en ambas cepas, 
son evidenciables fácilmente mediante la técnica de PCR. 

La PCR estandarizada en este trabajo permitió la caracterización de 
cepas de campo de Brucella abortus procedentes de leche bovina . El 
hallazgo de cepas vacunales dentro de dichas cepas es de importancia 
tanto a nivel epidemiológico como a nivel oficial, debido a las 
implicaciones directas e indirectas que tiene sobre la Campaña 
Nacional de Control y Erradicación de la Brucelosis Bovina . 



SUMMARY 

SUlIIlIIary 

Martínez Chavarría Luary Carolina. Molecular identification o f vaccine 
strains 819 and RBS1 of Brucella abortus. (Under the tutoring of M. en 
C. Rigoberto Hernández Castro and Dr. Antonio Verdugo Rodríguez) 

Brucellosis is an infectious disease caused by bacteria of the genus 
Brucella which affects various domestic and wild life animals , as well 
as humans. This disease is of worldwide distribution and still remains 
endemic in our country; it is included in the List B of diseases 
according with dispositions of the Office International des Epizooties 
(OlE), which comprises "transmissible diseases that are considered to 
be of socio-economic and/or public health importance within countries 
and that are significant in the international trade of animals and 
their products" 
The significance of brucellosis is seen in three areas: animal heath, 
public health and livestock economics due to restrictions applied to 
infected animals and their products. 
Because of the serious economic and medical consequences of 
brucellosis, efforts have been made to prevent the infection through 
the use of vaccines . Until the past decade, strain 19 (819) was used 
as the vaccine for brucellosis in cattle. 8train 819 carries a 
deletion in one of the genes of the ery operon, responsible for the 
erythritol catabolic pathway. 
8ince 1997, B. abortus strain RBS1 was officially approved for use as 
a vaccine for cattle, replacing 819. This strain has an insertion 
sequence named 18711 which interrupts the wboA gen. 
Based on the presence of a deletion in strain 819, and an 18711-like 
element disrupting strain RBS1, we developed a PCR assays that can 
identify and distinguish 819 and RBS1 from other Brucella species and 
strains. 

These assays were used for characterization of 11 field strains of 
Brucella abortus isolated from milk of cattle . All strains amplified a 
4S6-bp DNA fragment with the PCR that identifies RBS1, discarding the 
presence of vaccine strain RBS1 among the field strains. Wi th PCR 
that identifies strain 819, nine (9) of eleven (11) strains amplified 
a 1063-bp DNA fragment, while two of them were identified as vaccine 
strains 819 by amplification of a 361-bp DNA fragmento 

These results verify that the deletion in strain 819, as well as the 
18711-like element in strain RBS1, are evident by means of PCR. 

The standardized PCR in this work allowed the characterization of B. 
abortus field strains isolated from milk of cowS. The discovery of 
vaccine strains among this isolates is crucial in both epidemiological 
and government level, due to their direct and indirect implications on 
the National Campaign for Control and Eradication of Bovine 
Brucellosis. 
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INTRODUCCIÓN 

l. INTRODUCCIÓN 

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa de origen 

bacteriano que afecta tanto al humano como a diferentes especies 

animales domésticas y silvestres. Esta enfermedad tiene una amplia 

distribución mundial; en México se considera enzoótica . En algunos 

países los programas de control y erradicación desarrollados, han 

permitido su eliminación total como es el caso de Inglaterra, Noruega, 

Suecia, Dinamarca y Finlandia; o bien reducir considerablemente su 

incidencia como lo es Japón, Nueva Zelanda, Australia y Alemania. 1
,2 

La brucelosis está incluida en la lista B de enfermedades, de 

conformidad con las disposiciones de la Oficina Internacional de 

Epizootias (OlE), que comprende "enfermedades transmisibles que se 

consideran importantes desde el punto de vista socioeconómico, 

sanitario, o ambos, a nivel nacional y cuyas repercusiones en el 

comercio internacional de animales y productos de origen animal son 

considerables".) 

1.1 Historia y situación actual de la brucelosis 

Las primeras descripciones de la brucelosis fueron realizadas en 1751; 

posteriormente, durante la Guerra de Crimea, de 1854 a 1856, se 

observaron varios casos de fiebres persistentes que eran distintas de 

las enfermedades de la época. El mayor número de casos se encontró en 

la isla de Malta. Posteriormente la enfermedad fue descrita en otras 

áreas del Mediterráneo. 2,4 

Fue en el año de 1886 cuando David Bruce aisló por primera vez el 

agente etiológico de la enfermedad, a partir del bazo de un soldado 

que murió por la infección, llamándolo en esa época, debido a su 

morfología cocoide, Micrococcus melitensis; veinte años después se 

determinó la forma de contagio para el humano, gracias a la 

aislamiento del agente a partir de la leche y la orina. 

3 



INTRODUCCIÓN 

Once años después del descubrimiento de M. me l itens i s , Bang aisló el 

agente etio lógico de l aborto infecc i oso , al cual se le da el nombre de 

bacilo de Bang; y en 1911 se establece el papel que jue ga n los bovi nos 

en la transmisión de la enfermedad, al aislar al bacilo de Bang a 

partir de leche de vaca. 2 , 4 

Teniendo en cuenta las similitudes existentes entre el agente c ausa l 

de la fiebre de Malta y del bacilo de Bang con bases morfo lógicas, de 

cultivo y bioquímicas, se sugirió incluir a estas bacterias en el 

género Bacterium, que incluía a los microorganismos causantes de 

enfermedades intestinales como tifoidea y di s ente ría; s in embargo 

Meyer y Shaw, en 1920, debido a que pueden causar una diferente 

entidad nosológica , al producir aborto en distintas especies an i ma l es, 

propusieron incluir estos microorganismos en un nuevo género , para el 

cual se eligió el nombre de Brucella en honor a David Bruce. 2 , 5 

En 1914, otra especie de Brucella fue aislada por Traum en Estados 

Unidos a partir de un feto abortado de cerdo, y se le llamó B . suis. 

Posteriormente, en 1953 Buddle y Boyes en Australia , y Sirnmons y Hall 

en Nueva Zelanda, aislaron B. ovis como causa de epididimitis en los 

borregos. En 1957 B. neotomae fue aislada de ratas del desierto por 

Stoenner y Lackman en Estados Unidos, y no fue sino hasta 1968 cuando 

Carmichael y Bruner en Estados Unidos identificaron a 

causa de aborto en perros.1,4 

B. canis como 

En América Latina la llegada de la enfermedad fue debida a la 

introducción de animales infectados por los españoles durante el 

tiempo de la colonia. En México, desde 1906, se sospechó de la 

presencia de brucelosis al estudíar un caso de fiebre remitente de 

donde se intentó sin éxito, el aislamiento de M. melitensis. Así se 

sucedieron los ínformes de casos sospechosos de brucelosis, y en 1912 

se relacionó la enfermedad con la impo rtación de cabra s murci a nas en 

1910. En Méxi c o se aísla por primera vez M. meliten s i s e n 1921, lo que 

4 



INTRODUCCIÓN 

trajo consigo varios estudios bacteriológicos y serológicos. 

Posteriores a estos informes se realizaron estudios encaminados a 

conocer la distribución de la enfermedad en el país, y se encontró que 

los estados más afectados eran los del centro de la República, mismos 

en donde la explotación del ganado caprino es importante. 2 

Actualmente, la brucelosis es una de las más importantes enfermedades 

bacterianas en México y el mundo. El impacto de esta enfermedad se ve 

reflejado en tres áreas: salud animal, salud pública y pérdidas 

económicas en el sector agropecuario, que resultan de la enfermedad en 

el ganado y de las restricciones aplicadas tanto a los animales 

infectados como a los productos de éstos. Debido a que la producción 

animal representa una de las principales fuentes de ingresos para 

México, la entonces Secretaría de Agricultura, Ganadería y Desarrollo 

Rural (SAGAR) , actualmente SAGARPA (Secretaría de Agricultura, 

Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación) creó la Campaña 

Nacional para la Erradicación de la Brucelosis Animal en el año de 

1995. 6 

1.2 Brucella spp 

De acuerdo a estudios moleculares sobre la unidad 16S ARNr, el género 

Brucella pertenece a la subdivisión a-2 de la clase Proteobacteria. 7 El 

análisis de las secuencias cromosomales de otras especies 

pertenecientes a esta clase, permitió la comparación con el género 

Brucella, con lo que se estableció que este género se encuentra 

relacionado a patógenos y simbiontes de plantas tales como Rhizobium y 

Agrobacterium, a parásitos intracelulares animales como Bartonella y 

Rickettsia y a bacterias de vida libre y oportunistas como 

Ochrobactrum y Caulobacter. 8 , 9 

Los microorganismos pertenecientes al género Brucella, son cocobacilos 

Gram negativos, intracelulares facultativos, no móviles, no capsulados 

5 



INT RODUCCIÓ N 

y no forman esporas . Crecen l e ntame nt e en l os medios o rdinarios ; el 

crecimiento puede mejorar mediante la adic i ó n de sangre o suero, y en 

a lgunos casos con la suplementación de CO 2 , el c ual es esencial para 

algunas especies. La temperatura requerida para su crec imiento es de 

37° C, y el pH óptimo es de 6.6 a 7.4. Su metabolismo es aerobio; el 

crecimiento no se da bajo condiciones estrictas de anaerobiosis. Estos 

microorganismos tienen poca o nula acción fermentativa sobre los 

carbohidratos en medios convencionales. Oxidan ciertos aminoácidos, 

así como intermediarios del ciclo de la urea. Son cata lasa positivos y 

usualmente oxidasa positivos, reducen nitratos e hidrolizan la urea en 

diferentes grados. Además, no producen hemólisis, no fermentan el 

medio TSI, no utilizan el citrato como única fuente de carbono y 

resultan negativos en las pruebas de indol y rojo de metilo. 1. 2 La 

mayoría posee dos cromosomas, con excepción de B. suis biotipo 3, que 

posee un solo cromosoma;10 el porcentaje de Guanina+Citosina en el ADN 

es de 58-59% . 1 

De acuerdo a su preferencia por el hospedero, el género Brucella ha 

sido clasificado en seis especies clásicas: B . abortus (bovinos), B. 

melitensis (cabras y ovejas), B. suis (cerdo), B. ovis (ovejas), B. 

canis (perros) y B. neotomae (rata del desierto) .8 Brucella abortus ha 

sido clasificada en 7 biotipos, B. suis en 5 biotipos y B. melitensis 

en tres biotipos; las demás permanecen como especies únicas. La 

diferenciación entre especies y biotipos se realiza mediante pruebas 

que permitan la caracterización fenotípica de antígenos de superficie 

(lipopolisacárido) , requerimientos de producción de 

susceptibilidad a fagos, sensibilidad a colorantes (tionina y 

fucsina), producción de ureas a y propiedades metabólicas (Tabla 1 y 

2) . 

6 
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Tabla l . Pruebas de diferenciación de las especies de de Brucel la 

Especie Lisis a la DC P Morfología Exigencia Oxidasa Ureasa Hospedador 
por los colonial de suero preferencial 

bacteriófagos habitual 
Tb Wb Iz R/C 

B. melitensis - - + - lisa - + + Oveja, cabra 
B. abortus + + + - lisa - + + Bovino 

Biotipo 1: cerdo 
Biotipo 2: liebre 

B. suis - + + - lisa - + + Cerdo 
Biotipo 4: reno 
Biotipo 5: 
roedores silvestres 

B. neotomae - + + - lisa - - + Rata del desierto 
B. canis - - - + rugosa - - + Perro 
B.ovis - - - + rugosa + - + Ovino 

Tabla 2 . Pruebas de diferenc i ación de los biotipos de Brucella 

Especies Biotipo COl HlS Colorantes Aglutinación 
Tionina Fucsina A M R 

lB. melitensis 1 - - + + - + -
2 - - + + + - -
3 - - + + + + -

lB. abortus 1 +" + - + + - -
2 +' + - - + - -
3 +' + + + + - -
4 +' + - + - + -
5 - - + + - + -
6 - - + + + - -
9 +/- + + + - + -

lB. suis 1 - + + - + - -
2 - - + - + - -
3 - - + + + - -
4 - - + - + + -
5 - - + - - + -

lB. neotomae - + - - + - -
lB. o vis + - + - - - + 

lB. canis - - + - - - + 

a Positivo para l a mayoría de las cepas 

En fauna silvestre, la brucelosis ha sido report a da en came l los, 

dromedarios, búfalos, bisontes , yaks , ciervos y antílopes . 3 En los 

7 
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últimos años se han descrito bacterias del género Brucella infectando 

a mamíferos mar inos . 11.12.13 Dichos aislamientos comprenden al menos dos 

grupos de acuerdo a la preferencia por el hospedador: cetáceos 

(delfines, marsopas y ballenas) y pinnípedos (focas y lobo s marinos). 

Estudios mo l eculares han demostrado que dichos aislamientos difieren 

de los encontrados en los animales terrestres y entre el los pueden ser 

diferenciados de acuerdo a características fenotípi cas y metabólicas 

como requerimientos de CO 2 , crecimient o primario en medio Farrell y 

actividad metabólica sobre la galactosa. Con base en sus 

características fenotípicas y moleculares, se ha aceptado la inclusión 

de dichos aislamientos dentro del género Brucella, para los que se han 

propuesto dos nuevas especies: B. cetaceae y B. pinnipediae. 1
, 14 , lS,16,17 

Los estudios de hibridación de ADN-ADN han revelado un alto grado de 

similitud (más del 90%) entre las seis especies reconocidas de 

Brucella y los recientes aislamientos en mamíferos marinos .18, 19 ,20,2 1 La 

validez taxonómica de este hecho ha sido aceptada, pero la nueva 

nomenclatura propuesta, en la que Brucella constituiría un género 

monoespecífico con B. melitensis como única especie y las restantes 

como biotipos de ésta, se ha encontrado con oposiciones en el campo 

práctico. 1 

En México, han sido aisladas cinco de las seis especies identificadas. 

Entre éstas se encuentran B. melitensis biotipo 1-3; B. abortus 

biotipos 1, 2, 4-6; B. suis biotipo 1, B . canis y B. ovis. Algunos de 

estos aislamientos se han realizado en hospedadores no tradicionales, 

por lo que parece que el contacto de un animal con otro, ayuda a 

diseminar la enfermedad. 22 

La brucelosis es además una zoonosis muy importante, ya que algunas 

especies de Brucella pueden ser transmitidas al humano y causar una 

enfermedad (B. abortus : fiebre ondulante o B . melitensi s : fiebre de 

Malta) , que puede clasificarse como aguda (menos de 8 semanas), 
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subaguda (de 8 a 52 semanas), o crónica (más de 1 año) La infección 

puede adquirirse por vía conjuntival, por aerosoles o a través de piel 

lesionada, pero el consumo de leche cruda y productos derivados 

constituye la principal fuente de transmisión. Los síntomas de la 

brucelosis humana son inespecíficos; la mayoría de los pacientes 

presentan fiebre, debilidad, anorexia, dolor de cabeza y artralgia. 

Esta enfermedad puede afectar varios sistemas, en los que produce 

diversos signos y síntomas, tales como artritis, espondilitis, 

osteomielitis, meningoencefalitis, endocarditis, abscesos hepáticos y 

esplénicos, 

aislamiento 

orquitis y neumonía. 23.24 

del microorganismo a 

El 

partir 

diagnóstico requiere el 

de sangre o tejidos 

corporales, así como la serología y manifestaciones clínicas. Entre 

los antibióticos utilizados para el tratamiento de la enfermedad se 

encuentran las tetraciclinas, doxiciclina, rifampicina, estreptomicina 

y sulfas-trimetoprim. 23 

México produce entre 9000 y 10000 millones de litros de leche de vaca 

al año. De este volumen, el 35% es consumido como quesos y leche sin 

pasteurizar. De los 120 millones de litros de leche de cabra 

producida. casi el 85% es consumido como quesos sin pasteurizar, que 

no cuentan con vigilancia sanitaria. En los últimos años se reporta un 

promedio de 3500 casos anuales de brucelosis en humanos; casi 20 

muertes al año se relacionan directamente con la brucelosis. La 

prevalencia es mayor en las mujeres que en los hombres, principalmente 

entre los 25 y 64 años de edad, y se encuentra presente tanto en áreas 

rurales como urbanas. 22 

Brucella abortus, B. melitensis y B. suis constituyen las principales 

especies patógenas para el ser humano. En México, del total de los 

casos anuales, el 93% de los humanos son infectados con B. melitensis 

de origen caprino, 5% con B. melitensis de origen bovino, 1.5% con B. 

abortus de origen bovino y 0.5% con B. suis de origen bovino. 25 
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La brucelosis animal s e e ncuent ra a mpliamente difundida e n difere nt es 

regiones d e l paí s . El Progra ma Nacional de Erradi cac ión ha detec t ado 

hatos positivos c on dif e r e ntes n ive l es de prevalencia en c a si t odos 

los Estados de la Repúbli ca. Lo s estados de Chihuahua, Hidalgo y 

Guanajuato, tienen la más alta prevalencia en hatos bovinos, mientras 

que los estados de Coahuila, Chihuahua, Jalisco y Zacatecas la tienen 

en rebaños de caprinos. 2 2 

1.3 Brucelosis bovina 

La brucelosis en el ganado bovino es causada c asi exc lusivamente por 

B. abortus; existen algunas áreas en donde la co-existencia del ganado 

con los pequeños rumiantes (cabras principalmente) facilita la 

infección del ganado con B. meli tensis. Brucella suis rara vez causa 

infección en el ganado . 3
.
n 

1.3.1. Brucella abortuB 

Los microorganismos pertenecientes a esta especie de Brucella son 

cata lasa y oxidasa positivos y generalmente requieren la 

suplementación con CO 2 para su crecimiento, especialmente en el 

aislamiento primario. Producen sulfuro de hidrógeno a partir de 

proteínas o aminoácidos. Generalmente crecen en presencia de 

concentraciones estándar de colorantes como fucsina básica, 

metilvioleta, pironina y safranina 0, pero no en presencia de tionina . 

Reducen los nitratos a nitritos e incluso pueden reducir los nitritos 

también. Dentro de los aminoácidos que pueden oxidar se encuentra la 

L-alanina, D-alanina, L-asparagina, L-ácido glutámico, O-galactosa, 0 -

glucosa, D-ribosa y el isoeritritol; no pueden oxidar la D-xilosa, L

arginina, DL-citrulina, DL-ornitina o L-lisina . 1 
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1. 3.2. Patogenia, signos y lesiones de la brucelosis bovina 

La infección se produce principalmente por ingestión del organismo, 

pero puede producirse a través de la vagina, la conjuntiva y la piel 

lesionada. Puede producirse infección durante el coito, pero es poco 

frecuente. La ingestión del microorganismo es favorecida por la 

contaminación del alimento, de los pastos o de los fomites, por 

líquidos placentarios infecciosos, por tejidos, por fetos o por leche. 

Los bovinos jóvenes pueden ser infectados por las vías habituales, 

incluyendo la ingestión de leche. El organismo puede persistir en 

determinados productos animales y en el ambiente durante periodos 

prolongados bajo circunstancias favorables, como humedad y temperatura 

bajas. 3 ,26,27 

Cualquiera que sea la vía de infección, el desarrollo y el 

establecimiento de la misma dependerán de la edad y del estado 

reproductivo del animal, de su resistencia inherente y la dosis y 

virulencia de la cepa infectante. Una vez establecida la infección en 

animales sexualmente maduros, y especialmente en hembras, tiende a 

persistir indefinidamente. 26 

Una vez que ocurre la penetración de las mucosas, el organismo se 

dirige a los nodos linfáticos regionales y en ellos se multiplica, 

ocasionando una linfadenitis aguda. 3 La infección puede ser vencida por 

éstos, pero si se establece, suele difundirse durante la fase de 

linfadenitis regional aguda. La difusión es principalmente hematógena 

y la bacteremia puede persistir por varios meses, dependiendo de la 

susceptibilidad o la resistencia del hospedador. A medida que la 

infección se torna crónica, la bacteremia se hace intermi tente, en 

algunos animales cesa y en un 5 a 10% de los animales, recurre 

irregularmente por lo menos durante dos años. 

La infección se restringe básicamente al bazo, glándula mamaria, 

linfonodos regionales y útero gestante en la hembra; y tejido 
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lin f oide , testículos y glándulas accesorias en el macho ; tales 

l ocalizaciones se producen du r ante las fases bacterémicas iniciales. 

La enfermedad usualmente se presenta sin signos en las hembras no 

gestantes; los ma c ho s adultos pueden desarrollar orquitis . 26,2 7 

Una manifes t ac ión común de la brucelosis , son l os h ig romas , usualmente 

involucrando la articulaciones de la pierna , y pueden ser el único 

indicador obvio de la infección; l os fluidos del higroma 

frecuentemente se encuentran infectados con Brucella . 3 

La infección del útero gestante, especialmente en la segunda mitad de 

la gestac i ó n , resulta en una placenti tis progresiva que impli ca al 

corion, seguida de una endometritis y de la infecc i ón de la placenta 

fetal. 26, 27 

Diversos estudios han tratado de expl i car los meca ni smos por med io de 

los cuales B. abortus causa abo rto en e l ganado . Es reconocida la 

preferenc i a que presenta esta bacteria por los tejidos placentarios , y 

mucho se ha discutido sobre el papel del eritritol en este particular 

tropismo, al ser dicho azúcar un constituyente no rmal de los flu idos 

fetales y una fuente de carbono y energía para la bacter ia . 28 

La entrada inicia l de B. abortus a la placenta ocurre en los 

trofoblastos eritrofagocíticos de l os placentomas. Los trofoblastos 

cor i oalantoideos adyacentes son infectados también, permitiendo así la 

diseminación de la bacteria hacia l as células de la membrana 

cor ioalantoidea, provocando su u l ceración y ruptura , con la 

consecuente reacció n inflamatoria. 28 

La obstaculización del aporte sanguíneo al feto, los efectos 

endotóxicos sobre él , y la infecc ión , son factores que coadyuvan e n la 

subs iguiente pérdida de viabilidad del feto y en el aborto . La mayoría 

de los abortos ocurren desde los 5 meses de gestación hasta cerca del 

término de la misma . 
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La lesión fetal importante es la neumonía, presente en algún grado en 

cas i todos los casos de abortos. Los pulmones pueden parecer normales 

al examen macroscóp i co , pero el examen histológico revela l a presencia 

de focos de bronquitis y bronconeumonía. Las lesiones vasculares en el 

feto son var iables, incluyendo arteritis necrotizante, especia lmente 

de los vasos pulmonares, áreas focales de necrosis y granulomas con 

formación de células gigantes en los linfonodos, 

riñón. 26 

hígado, bazo y 

La severidad de las lesiones uterinas es sumamente variable, y esto se 

refleja en parte, en el curso de la infección local . Si la lesión es 

severa, probablemente resulte en aborto o parto prematuro y si la 

lesión es menos severa, el ternero nace a término y puede o no ser 

viable. 

La apariencia externa de un útero gestante infectado es normal. En las 

infecciones iniciales el endometrio está relativamente ileso; más 

tarde hay endometritis severa. Las lesiones placentarias no son 

uniformes; los cotiledones pueden aparecer necróticos y con exudado en 

diferentes grados . El estroma placentario contiene numerosos 

leucocitos, principalmente mononucleares y algunos neutrófilos. Las 

células epiteliales coriónicas presentan abundante cantidad de 

bacterias y muchas de ellas se descaman. 26 

La brucelosis puede ser causa de infertilidad y el retorno al 

servicio. Incluso cuando no se presenta aborto, la excreción del 

microorganismo ocurre profusamente por medio de la placenta, descargas 

vaginales y fluidos fetales . Gestaciones subsecuentes usualmente son 

llevadas a término, pero la infección uterina y mamaria es recurrente, 

con números menores de organismos excretados. 26,27 
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1. 3.3. Factores de virulencia 

El conocer la interacc ión hospedero -parásito es de vita l importancia, 

por lo que se hace necesario el estudiar los mecanismos de vi rulencia 

de la bacteria en relac ión a sus hospederos , para así poder establecer 

las estrategias más adecuadas para el diagnóstico y control. 

A diferencia de otras bacterias patógenas, en el género Brucella no 

han sido descritos factores clásicos de virulencia, tales como 

exotoxinas, citolisinas, cápsulas, fimbria, flagelos, plásmidos, fagos 

lisogénicos, formas resistentes, variación antigénica, o inductores 

apoptót i cos. Los verdaderos factores de virulencia de Brucella son 

aquellas mo léculas que le permiten invadir, resistir la muerte 

intracelular y alcanzar su nicho replicativo en fagocitos 

profesionales y no profesionales. 2 9 

La habilidad de Brucella para sobreviv ir dentro de las células 

fagocíticas y no fagocíticas es de origen multifactorial, y hasta 

ahora, ningún factor ha sido demostrado como el único responsable de 

la virulencia de Brucella. 29 

Una vez que Brucella invade la mucosa, entra en contacto con las 

células fagocíticas, y es internada por éstas. El modo por el que se 

lleva a cabo este evento en los fagocitos profesionales, parece 

influir en el destino de la bacteria dentro de los compartimentos 

intracelulares. En las células M, los neutrófilos y los macrófagos, la 

internación de Brucella se realiza mediante fagocitosis tipo zipper. 

En el caso de los fagocitos no profesionales se ha demostrado la 

participación del citoesqueleto de actina y micro túbulos para la 

ingestión de la bacteria. Además, para la internación e n estas células 

se requiere de la activación de GTPasas de la subfamilia Rho, tales 

como Rho , Rac y Cdc42, que actúan como reguladores del citoesqueleto. 30 

Otro factor que se encuentra implicado en la internación de Brucella 

en fagocitos profesionales y no profesionales, es el sistema de dos 
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componentes BvrR-BvrS. Este parece estar involucrado en la homeostasi s 

funcional y estructural de la membrana externa . Cepas mutantes que 

carecen de este sistema son avirulentas en ratón, son más susceptible s 

a cationes bactericidas y surfactantes, pierden la capacidad de evitar 

la fusión lisosomal y son deficientes en varias proteínas de la 

membrana externa, principalmente Omp25 (ahora Omp3a) y Omp3b . 31 Además 

son incapaces de activar directamente GTPasas como Cdc42 y en 

consecuencia, incompetentes para invadir a las células, indicando que 

este sistema controla la expresión de determinantes moleculares 

necesarios para la invasión. 32,33,34 

La internación y el tráfico intracelular son dos eventos 

independientes durante la infección de Brucella . Sólo unas cuantas de 

las bacterias que fueron internadas son capaces de evitar la fusión 

lisosomal y redirigir su tráfico intracelular hacia su nicho 

replicativo final en el retículo endoplásmico; este proceso no muestra 

diferencias entre los fagocitos profesionales y no profesionales. 35 

En las primeras etapas del tráfico intracelular, Brucella requiere de 

la activación de GTPasas Rab, así como la acidificación del medio. 33
,36 

Este hecho puede ser necesario para la activación de genes de 

virulencia tales como el operón virB, que codifica para el sistema de 

secreción tipo IV presente en Brucella. 37
, 3 8,39 

El sistema de secreción tipo IV regula el tráfico intracelular de 

Brucella desde el fagosoma hacia su nicho replicativo y aunque no se 

conoce el mecanismo exacto por el cual este sistema controla dichos 

eventos, se cree que exporta moléculas capaces de modular la 

biosíntesis del nicho replicativo de Brucella. 33 El sistema VirB es 

activado durante las primeras horas después de la internación de 

Brucella . Este sistema participa en los eventos tardíos del tráfico 

intracelular, y se encuentra implicado en la maduración del 
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autofagosoma de Brucella. Posteriormente , su expresión disminuye , lo 

que corresp onde a l a replicación dentro del nicho . 39 

Rec ientemente se pensaba que el ni c ho replicativo de Brucella 

co rrespondía al retículo endop lásmico ; esta hipótesi s fue sostenida 

po r e l hecho de que este compartimiento es co-localizado con 

marcadores específicos para el retículo endoplás mi co , tales como 

ca lne x ina , sec61b y POI. Sin embargo, e l aná l isis de los genes de 

virulencia necesarios para la replicación de Brucella, demostró que el 

nicho replicativo carece de aminoácidos o bases nucleot ídicas, y que 

es po r tanto, un compartimiento aislado . Además se ha obse rvado que l a 

infección de las células con Brucella no afecta el tráfico de 

proteínas, lo que sugiere la separac i ón e ntre el ret ículo endoplásmico 

funcional y el nicho replicati vo de Brucella. Se ha propuesto que la 

bacteria utiliza la membrana del retículo endoplá smico para la 

construcción del nicho replicativo , l o que justificaría l a presencia 

de marcadores que no definen realmente su función. 4o 

Dentro de los factores estructurales de Brucella que contribuyen a s u 

v irulencia, se encuentra el lipopo lisacárido (LPS) y las proteínas de 

la membrana externa (OMP). Se ha comprobado que el LPS de Brucella es 

importante para la sobrevivencia intracelular, y por lo tanto para su 

virulencia, debido a que las cepas que han perdido la cadena O del 

LPS, nombradas mutantes rugosas, son menos virulentas que aquellas 

cepas con morfología colonial lisa, que tienen 

de polisacáridos como parte de su LPS. 41 

La actividad biológica del LPS de Brucella 

completa la cadena O 

es cualitativa y 

cuantitativamente diferente a aquélla del LPS de otras bacterias Gram 

negativas. 42 ,o Así, en el modelo murino el LPS de Brucella no es 

pirógeno, no activa el complemento a ningún nivel y se comport a como 

un mi tógeno mu y débil para las células B. 41,44,4 5 
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Diferentes grupos de prot~ínas de membrana externa (OMP) se han 

descri to en Brucella spp. Los dos principales grupos de OMP de B. 

abortus fueron identificados mediante la extracción de la e nvoltura 

celular con detergentes y fueron designados como grupo 2 o porinas 

(36-38 kOa) y grupo 3 (25-27 kOa) 46.47 

Los genes que codifican para las proteínas del grupo 2 fueron 

identificados en la década de los 80s; se encuentran en el locus omp2 

que consiste de 2 genes, omp2a y omp2b, los cuales comparten un grado 

de identidad mayor al 85%. Sin embargo, sólo se ha demostrado la 

expresión de omp2b. 46 

En la década de los 90's, se identifica ron dos genes que codificaban 

para las OMP del grupo 3 y fueron nombrados omp25 (ac tualmente omp3a) 

y omp31. 

El papel hipotético de las OMP en la virulencia, puede inferirse de su 

capacidad para generar una respuesta inmune protectora dirigida contra 

ellas. Sin embargo, los anticuerpos monoclonales para ellas son menos 

eficaces contra la infección con B . abortus, que aquellos a nticuerpos 

dirigidos contra el LPS. 48 

La eliminación de organismos extracelulares por las células 

fagocíticas depende de la capacidad de estas células para convertir el 

oxígeno en metabolitos microbicidas, incluyendo intermediarios tóxicos 

de oxígeno tales como el anion superóxido (0 2 -) y el peróxido de 

Las bacterias aeróbicas contienen enzimas protectoras 

encargadas de detoxificar esos compuestos, tales como superóxido 

dismutasa (SOO) , glutation sintetasa, catalasas y glutation 

reductasa. 49 

La enzima superóxido dismutasa (SOO) protege a la célula de los 

efectos tóxicos de los radicales superóxido convirtiéndolos en 

peróxido de hidrógeno yagua. En B. abortus, se han descrito dos tipos 

de SOo: una SOO Cu/Zn y una SOO Mn . 50 
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La enzima catalasa f o rma pa rte tamb i én del sistema a n t i ox i dan te de l a 

bacteria y pro tege a Bru c ella de l os intermediari o s tóxicos de ox ígeno 

liberados por l o s macró fago s durant e la fagoc i tos i s. 51
.

5 2 La 

localización periplásmica de esta enzima en B. abortus hace s uponer 

que protege a la bacteria del peróxido de hidrógeno exógeno , 

convirtiéndolo en agua y oxígeno 4 1 

La enzima RecA está involucrada en varias func iones de l metabolismo 

del ADN, incluyendo la recombinaci ón ent re fragmentos homó logo s de ADN 

y la reparación de ADN dañado. Los r earre glos genéticos mediados por 

esta enzima pueden incrementar l a virulencia de un patógeno o 

c apacitarlo para evadir las defensas de l ho spedado r , especialmente en 

un medio en el que hay daño en el ADN, como el que exis t e dentro de 

los mac rófagos durante el e stallido oxidat ivo. 4 1 

La enzima purE es necesaria para que Brucella produ zca purinas 

necesarias para su crecimiento y replicación dentro de los macrófagos. 

La secreción de enzimas lisosomales por los macrófagos e s inhibida po r 

nucleótidos de adenina convertibles a adenosina . B. abortus expre sa 

componentes nucleotídicos que inhiben la liberación de gránulos 

primarios y mieloperoxidasa por los leucocitos polimorfonucleares. 53 

HtrA funciona como proteína de respuesta al estrés ; los patógenos 

intracelulares facultativos, como B . abortus, generalmente expresan 

al tos ni veles de este tipo de proteínas cuando cre cen en el medio 

intracelular . Las proteínas de respuesta al e strés juegan un 

importante papel en la adaptación fisiológica de la bacteria hacia el 

medio hostil que encuentra dentro del fagosoma del ho spedador. HtrA 

degrada péptidos anormales generados durante el estallido oxidativo, 

con lo que impide que éstos se acumulen a ni veles t óxi c o s en el 

periplasma de la bacteria . 33 . 41.5 4 ,55 
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Desde 1950, se demostró que el eritritol, era el único azúcar que 

soportaba el crecimiento de todas las cepas analizadas de Brucella y 

pertenecientes a la espec ie de B . abortus, B . melitensis y B . suis . 

La habilidad de catabolizar el eritritol es casi universal en el 

género Brucella. La cepa vacunal S19 de B. abortus ha perdido la 

capacidad de utilizar el eritritol, y es la única cepa de Brucella que 

es inhibida por la presencia de eritritol (lmg!ml) en el medio. 56 

El eritritol se encuentra presente en la placenta de bovinos, 

borregos, cabras y cerdos, pero se encuentra ausente en la placenta de 

humanos y en mínimas cantidades en la placenta de roedores en 

general. 57 

Existe gran controversia debido a la posible relación entre el uso del 

eritritol y la virulencia de Brucella . Un argumento que apoya este 

hecho es su síntesis en los tejidos donde Brucella es encontrada en 

altas concentraciones: placenta, vesícula seminal y testículos. 

Los argumentos en contra son: (i) la predominante proliferación de 

brucelas que no oxidan el eritritol (B. ovis) o que incluso son 

inhibidas por él (S19), en la placenta de rumiantes, (ii) aunque bajas 

concentraciones de este azúcar son encontradas en la placenta de 

roedores, B. abortus se localiza especialmente en estos tej idos; y 

(iii) el eritritol no está presente en los macrófagos. 41 

1.3.4. Diagnóstico 

La brucelosis en animales ha sido un tema de actividad tanto para 

clínicos, como para médicos oficiales responsables de las campañas e 

investigadores que tratan de mejorar las técnicas ya existentes que 

permitan adecuarse a los métodos de campaña específicos en cada 

región. Así, la estandarización de los métodos de aislamiento e 

identificación ha sido descrita en diversos manuales internacionales . 
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Aislamiento 

La brucelosis puede ser diagnosticada por medio del aislamiento del 

microorganismo y su posterior análisis bacteriológico. Dependiendo del 

número de características fenotípicas analizadas, los organismos 

pueden ser identificados como género, especie, biotipo y algunas veces 

cepa, particularmente en el caso de las cepas vacunales. 58 

Los cultivos realizados para obtener el aislamiento, se pueden hacer a 

partir de la placenta, descargas vaginales, tejidos fetales o 

contenido abomasal, leche o calostro y de tej idos colectados en el 

estudio postmortem, como glándula mamaria, útero, linfonodos, 

testículos, epidídimo y glándulas accesorias. Existen diversos medios 

que son adecuados para esto, tales como el agar dextrosa suero (SDA) , 

el agar tripticasa soya (TSA) y el agar sangre; éstos pueden ser 

suplementados con bacitracina, polimixina B Y vancomicina. 3 

Brucella produce colonias de 0.5 a 1 mm de diámetro, convexas, de 

borde entero, después de 72 h de incubación a 37°C . Bajo la luz 

directa, las colonias con morfología lisa son brillantes, 

amarillentas, pero bajo el reflejo de la luz son gris azuladas y 

ligeramente opalescentes; las colonias rugosas son similares en cuanto 

a tamaño y forma, pero son menos transparentes y aparecen de color 

blanco o amarillento bajo el reflejo de la luz. 2.3 

Para aquellos aislamientos sospechosos se debe realizar una tinción de 

Gram o de Stamp; si se observan organismos que presenten la morfología 

de Brucella, se realiza la tinción con cristal violeta (las colonias 

rugosas se tiñen de rojo) y la aglutinación con acriflavina (sólo las 

colonias rugosas aglutinan). De acuerdo a la morfología de las 

colonias, se prueban con antisueros específicos para cepas lisas o 

para rugosas, según sea el caso. 2,3 

La identificación adicional se realiza mediante pruebas metabólicas o 

susceptibilidad a los fagos Tb, Wb, 1z y R/C. 2 La identificación de 
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biotipos se hace con base en e l crecimi e n to a diferentes 

concentrac i o nes de c o l o rant e s (ti on i na y fucs i na bás i ca) , produc ción 

de requerimi e n tos de y ag l u tinación con an t isueros 

específicos. 3 

Para identificar las cepas vacunales B . abortus S19 y B . abortus RB51, 

se realizan pruebas adicionales. 2 En el primer c aso, la pérdida de 

requerimientos de la inhibición del crecimiento con 

benzilpenicilina, tionina azul y eritritol, aprov echamiento de 

glutamato y baja virulencia residual en cuye s, son características que 

permi ten di ferenciar a la cepa S19. 3 , 59 Para el caso de l a cepa RB51, 

las características que se toman en cuenta son : morf o logía rugosa 

(tinción con cristal violeta y aglutinación c on acriflavina), la 

resistencia al crecimiento en presenc i a de rifampi c ina, y la 

incapacidad para producir cadena O de poli sacáridos . 

El aislamiento e identificación a partir de muestras clínicas ha sido 

la prueba de oro durante mucho tiempo debido a que es confiable y 

definitivo. Pero aún así, todo este proceso también tiene desventajas . 

Primero, la duración desde que se obtiene la muestra clínica hasta la 

identificación es de dos semanas, tiempo que puede ser crucial para el 

ganadero, procesador de alimentos o paciente enfermo . Segundo, las 

pruebas son complejas y deben realizarse por personal capacitado en un 

laboratorio autorizado. Algunas de las características son subjetivas, 

y requieren por tanto la experiencia del personal que las realiza. 

Tercero, la naturaleza zoonótica de Brucella es un ri esgo potencial 

para el pe r s onal del laboratorio, quien debe manipular al agente 

infeccioso durante las pruebas. Finalmente, los resultados no siempre 

son definitivos . Debido al gran número de característic as analizadas y 

a las pequeñas diferencias entre algunas especi e s y biotipos, una 

mutación meno r puede da r como resultado datos c onflictivo s y compl icar 

la interpretació n. 58 
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Serología 

Desde 1897 se ha desarrollado un número considerable de pruebas 

serológicas, y es de esta manera como se lleva a cabo el diagnóstico 

oficial de la brucelosis. Ninguna prueba es apropiada para todos y 

cada uno de los casos. Se debe tomar en consideración todos los 

factores que puedan influir en el método y en los resultados de las 

pruebas para una buena interpretación diagnóstica y su posterior 

aplicación . 3 

Ante una infección con B. abortus en el ganado se presenta una 

respuesta temprana de anticuerpos del tipo 19M en el hospedador, hecho 

que depende de la ruta de exposición, la cantidad de bacterias y el 

estado de salud del animal. La respuesta por 19M es seguida casi 

inmediatamente por la producción de anticuerpos 19G1 y más tarde por 

pequeñas cantidades de anticuerpos 19G2 e 19A. 

El tipo de respuesta que se da en caso de reacciones cruzadas, es 

principalmente del tipo 19M, por tanto, dicha respuesta no es 

deseable. Puesto que la 19G2 y la 19A se acumulan después de la 

exposición y usualmente se encuentran presentes en cantidades 

pequeñas, el principal isotipo a medir en las pruebas serológicas es 

la 19G1. Por lo tanto, aquellas pruebas que midan predominantemente a 

la IgG son las de mayor utilidad diagnóstica. 60 

En México, el diagnóstico obligatorio de la Campaña incluye pruebas 

serológicas oficiales: rosa de bengala y rivanol, como pruebas 

primarias; fijación del complemento como prueba complementaria y 

confirmatoria; y la prueba de anillo en leche o anillo de Bang como 

prueba de vigilancia epidemiológica . 6 

AsilTlismo se ha descri to una gran variedad de pruebas que ayudan a 

resolver de una forma más rápida y precisa el diagnóstico de la 

brucelosis, como la ELISA indirecta, EL1SA competitiva, y la 

fluorescencia polarizada. 2,3 ,60 
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Técnicas moleculares 

La microbiología molecular no ha estado ausente en el importante rubro 

del diagnóstico, habiéndose desarrollado diferentes oligonucleótidos 

para ser usados en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) y así 

identificar y diferenciar a las especies de Brucella. 

La PCR es un método altamente sensible, muy específico, poco costoso 

y fácilmente adaptable para cumplir con altas demandas . 61 Desde que fue 

introducido en 1987 se han hecho excelentes progresos en el desarrollo 

de numerosos ensayos para la identificación de Brucella . Los primeros 

ensayos fueron diseñados para explotar un locus único que era 

altamente conservado en Brucella, como el gen BCSP31 o el operón 16S-

23S ARNr. 62.63 Estos ensayos son útiles cuando una PCR género específica 

es suficiente, en los que la identificación de especies o biotipos no 

es crítica, como es el caso del diagnóstico de brucelosis humana o la 

detección del microorganismo en alimentos. 58 Por otro lado se han 

desarrollado numerosas PCR's para diferenciar entre especies y 

biotipos de Brucella . Estos ensayos son dirigidos hacia locus 

variables entre especies y biotipos. Mientras que se han encontrado 

deleciones o rearreglos dentro de algunas especies o biotipos, la 

mayoría de las diferencias consisten en polimorfismos de nucleótidos 

simples; son muy raras las regiones hipervariables entre especies y 

biotipos. 

Los ensayos que diferencian entre especies o biotipos son 

particularmente útiles para la vigilancia epidemiológica o para 

aquellos programas de erradicación especie-específicos. 

Estratégicamente, los intentos para desarrollar pruebas de PCR cada 

vez más específicas han ido dirigidos hacia tres vías: 

(1) ensayos diseñados con oligonucleótidos altamente específicos bajo 

condiciones estrictas. Los oligonucleótidos amplifican secuencias 

cepa-específicas o regiones hipervariables del ADN . La ventaja de este 
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método es que se utilizan oligonucleótidos específicos, de 20 a 25 pb 

Y que permiten el uso de condiciones estrictas en el ensayo, lo cual 

reduce el riesgo de reacciones falsas positivas. Sin embargo, l a 

principal desventaja que presentan es que se requiere información 

substancial de las secuencias del ADN, y en el caso de Brucella las 

divergencias son difíciles de encontrar. 

Ejemplo de este método es la AMOS - PCR, llamada así por las especies 

que es capaz de identificar y diferenciar (abortus, melitensis, avis y 

suis) , que explota el hecho de que muchas especies presentan al menos 

una secuencia de inserción 1S711 con localización cromosomal única. 64, 

65 , 66 , 67 

(2) ensayos diseñados con oligonucleótidos semiespecíficos 

En estos se explotan secuencias repetidas de ADN que son muy similares 

pero no idénticas. Debido a que los iniciadores no s o n perfectamente 

homólogos, se deben emplear condiciones moderadamente permisivas para 

maximizar la hibridación hacia la secuencia blanco . Esto a su vez 

aumenta la incidencia de amplificaciones erróneas o parciales, 

resultando en un número variable de amplicones. 

ER1C-PCR (enterobacterial repetitive intergenic consensus) y REP-PCR 

(repetitive extragenic palindromic) son dos buenos ejemplos de PCR en 

los que se usan oligonucleótidos semiespecíficos. Estos ensayos 

amplifican pequeñas secuencias repetidas de ADN (aproximadamente de 35 

a 125 pb) que se encuentran dispersas en el cromosoma (s) de muchas 

bacterias. 

(3) ensayos basados en la amplificación con oligonucleótidos al azar 

Una desventaja de emplear oligonucleótidos altamente específicos es la 

necesidad de conocer bien la secuencia de ADN que se busca. Para 

evitar esto se crearon la AP-PCR (Arbitrary primed PCR) y la RAPD-PCR 

(Random amplified polymorphic DNA PCR) .6 8 Estas emplean 

oligonucleótidos cortos, diseñados arbitrariamente, que se alinean a 
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secuenc ia s de ADN bajo condiciones muy permisivas, l o que permite la 

hibridación a l azar de secuencias parcialmente homó logas. Al ser 

pequeños l os iniciadores, la hibridació n que se presenta es débil, por 

lo que pequeños cambios en las condiciones del ensayo pueden in fluir 

fácilment e en la eficiencia del alineami ento y alterar 

signifi ca tivamente los resultados. 

Varios laboratorios han desarrollado métodos para el análisis directo 

de las muestras clínicas: tejidos, semen y sangre. 69 . 70 ,71,72,73,74 Estos 

ensayos tienen la ventaja de que los resultados pueden ser 

determinados inmediatamente. La tecnología de la PCR también ha sido 

aplicada a la detección de Brucella en alimentos como la leche y 

ques07S ,76,77 por medio de PCR género específicas, así s;omo al 

diagnóstico de la brucelosis en humanos a partir de muestras de sangre 

periférica. 78,79,80 

1. 3.5. Control y Prevención 

En México se expidió en 1995 la Norma Oficial Mexicana NOM-041-Z00-

1995 denominada Campaña Nacional contra la brucelosis en los animales,6 

que tiene como objetivo establecer los procedimientos, actividades, 

criterios, estrategias y técnicas para el control y eventual 

erradicación de la brucelosis en las especies susceptibles en todo el 

territorio nacional. 

La Campaña reconoce el concepto de regionalización, pudiendo 

establecer, previo cumplimiento a los requisitos establecidos, zonas 

de control, erradicación y libres en el ámbi to municipal, estatal, 

regional y nacional, lo que favorece el avance paulatino y constante 

de la campaña en diferentes regiones del país, 

Las estrategias de la campaña son básicamente dos: la constatación de 

hatos y la vacunación. La primera tiene como objetivo final el 

establecimiento de hatos libres, a través del muestreo y la 
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el iminación de animales reactores. Para llevar a cabo estas acciones 

se reconocen tres fases o zonas: control, erradicación y li bre de 

brucelosis. 

La NOM también incluye la propuesta de monitorear en rastros y 

mataderos animales que, independientemente de sus antecedentes de 

muestreo en campaña, sean sujetos de muestreo al momento del 

sacrificio para, en su caso, iniciar las acciones de seguimiento e 

investigación epidemiológicos correspondientes. 

Para llevar a cabo todas estas acciones la SAGARPA tiene instrumentado 

un esquema de aprobación de Médicos Veterinarios en ejercicio libre, 

para que desarrollen actividades de campaña y apliquen esta 

normatividad. 

Para el diagnóstico de la brucelosis bovina se ' utilizan las pruebas 

serológicas primarias y confirmatorias antes mencionadas y para la 

vacunación se cuenta con la vacuna oficial RB51 de B. abortus. 

Asimismo se propone el uso cotidiano de la prueba de anillo en leche 

para la vigilancia epidemiológica de la enfermedad en zonas de 

recolección lechera o cuencas productoras. 

Debido a las serias consecuencias médicas y económicas de la 

brucelosis, los esfuerzos se dirigen a la prevención de la enfermedad 

por medio del uso de vacunas. 

En la década pasada, se usaba en los bovinos la cepa vacunal B. 

abortus S19 . Fue descrita en 1930 y aislada originalmente a partir de 

la leche de una vaca Jersey como cepa virulenta en 1923, pero después 

de mantenerle a temperatura ambiente durante un año, llegó a ser 

atenuada. 81 Esta vacuna fue usada desde 1942 en México, pero no fue 

sino hasta la época de 1970 que su uso llegó a ser obligatorio . 22 

La presencia de cadena O en el lipopolisacárido (LPS) de esta cepa, 

explica la aparición y persistencia de anticuerpos en el suero de los 

animales vacunados. Estos anticuerpos son detectados en las pruebas 
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serológicas usadas para el diagnóstico de la brucelosis y son uno de 

los principales inconvenientes para el uso de esta vacuna, puesto que 

hacen imposible distinguir animales infectados con cepas de campo, de 

aquellos que han sido vacunados. Asimismo, aunque esta cepa es de baja 

virulencia en los bovinos, el uso de esta vacuna en hembras gestantes 

puede ocasionar abortos baj o condiciones de campo. 82 Otra consecuencia 

adversa menos frecuente de la vacunación con esta cepa es el 

desarrollo de una artropatía asociada a complejos inmunes en las 

art iculaciones afectadas. 83,84 , 85 

La B. abortus 819 es una cepa lisa atenuada incapaz de crecer en 

presencia de eritritol. 86 El metabolismo del eritritol es la diferencia 

más importante entre la 819 y otras cepas de Brucella abortus, ya que, 

más que promoverlo, el eritritol inhibe el crecimiento de la 819. 55
,87 

El metabolismo del eritritol en B. abortus ha sido estudiado desde la 

perspectiva metabólica . La degradación del polialcohol comienza con la 

fosforilación del eritritol seguida de un paso de deshidrogenación que 

produce D-eritrulosa 1-fosfato. 8e requiere de dos deshidrogenaciones 

más y una reacción de descarboxilación para producir dihidroxiacetona 

fosfato y dióxido de carbono. 88
, 89 

Los cuatro genes que participan en el catabolismo del eritritol (eryA, 

eryB, eryC y eryD) , se encuentran organizados como un operón, conocido 

como operón ery. Con la caracterización completa del operón ery, se ha 

podido dilucidar el papel de cada uno de los genes en el catabolismo 

del eritritol. La introducción de diferentes combinaciones de los 

genes en E. coli indicó que eryAB y C son suficientes para llevar a 

cabo la degradación del eritritol. De acuerdo a estos estudios se le 

asignó el papel de eritritol cinasa y eritritol fosfato deshidrogenasa 

a eryA y eryB, respectivamente; a eryC el de una eritrulosa-fosfato 

deshidrogenasa, y a eryD el de una proteína con probable función 

reguladora. 90 
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Estudios sobre el metabolismo de la cepa vacunal 819 han confirmado 

que esta cepa no presenta la enzima D-eritrulosa-1-fosfato-

deshidrogenasa. 8 9 Este defecto bloquea la degradación del eritritol y 

resulta en la disminución de los niveles de ATP debido a la actividad 

de la enzima eritritol cinasa. Al analizar la secuencia del operón 

ery, se encontró una deleción de 702 pb que afecta los genes eryC y 

eryD, lo que puede explicar entonces la sensibilidad de esta cepa 

hacia el eri tri tolo 91. 92 

Dicha deleción provee de un método rápido y confiable para distinguir 

a la cepa 819 del resto de las cepas de Brucella mediante la 

amplificación de esta región genómica por medio de peRo Tal método de 

diagnóstico podría ayudar además al control de calidad de la 

producción de vacunas así como a sol ventar algunos de los problemas 

debidos al uso de esta vacuna en el control de la brucelosis bovina . 

En México, desde 1997, se aprobó el uso de la cepa B. abortus RB51 

como vacuna oficial para los bovinos. 22 8in embargo la cepa vacunal 819 

se continúa utilizando en otros países. La cepa RB51 es una cepa 

rugosa atenuada derivada de B. abortus 2308, cepa lisa y virulenta. 81
,93 

Estudios sobre las propiedades biológicas de esta cepa indican que es 

una cepa rugosa estable in vi tro e in vi vo, ya que no revierte a la 

forma lisa, y que sólo presenta cantidades traza de cadena O en el 

lipopolisacárido (LP8). 93,94 Debido a su mínima producción de cadena O 

en el lipopolisacárido, los anticuerpos inducidos por la vacunación 

con esta cepa no interfieren con la serología convenciona1 95 y la 

inmunidad que induce es igual o mej or que la inducida por la cepa 

819. 96
,97 En adición, no se ha reportado hasta el momento, la 

presentación de aborto en animales vacunados con esta cepa. 93
,98,99 

De acuerdo con estudios moleculares se sabe que el gen wboA de B. 

abortus codifica para una glicosiltransferasa, enzima que es esencial 

en la biosíntesis del antígeno O. En la cepa RB51 de B. abortus, este 

28 



INTRODUCCIÓN 

gen se encuentra interrumpido por una secuencia de inserción (18) 

conocida como elemento 18711. 1 0 0 

Las secuencias de inserción son secuencias de ADN móvil que codifican 

para proteínas requeridas para su transposición. Típicamente se unen 

por secuencias invertidas; su transposición genera duplicaciones de 

las secuencias del genoma donde se insertan . Dentro del género 

Brucella, la 1S711 fue encontrada inicialmente en B. ovis; está 

presente en varias especies de Brucella y parece ser estable en número 

y posición dentro del cromosoma . 101 Sin embargo, se han reportado 

diferencias en el número de elementos; en adición, todas las 18711 de 

B. abortus son distintas de todas las demás especies de Brucella . 1 0 o 

Aunque la estabilidad de la cepa RB51 ha sido demostrada in vivo e in 

vi tro, la mutación (es) que contribuye a su fenotipo rugoso y a su 

atenuación no han sido identificadas hasta ahora. Estudios llevados a 

cabo en los que se complementa a la RB51 con un gen wboA funcional (es 

decir, sin interrupciones) dan como resultado la producción de 

antígeno O; sin embargo no se da la reversión hacia el fenotipo liso y 

su atenuación tampoco se ve afectada. Esto sugiere que la cepa RB51 

contiene mutaciones adicionales que probablemente afectan la 

exportación del antígeno O hacia la superficie, el acoplamiento del 

antígeno O al lipopolisacárido, o ambos eventos. 102 

Explotando el hecho de que el gen wboA se encuentra interrumpido por 

el elemento 1S711, se han desarrollado técnicas que puedan distinguir 

a la cepa RB51 de otras cepas de B. abortus, hecho que resulta 

sumamente útil en estudios en los que se necesita detectar a la B. 

abortus RB51, como aquellos casos en los que existe el riesgo 

potencial de aborto, mismos que pueden ocurrir en caso de animales 

gestantes que son vacunados con esta cepa. 
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JUSTIFICACIÓN 

Recientemente se ha puesto a disposición el genoma de tres especies 

del género Brucella: B. melitensis, B. suis y B. abortus. El análisis 

de la secuencia de estos tres genomas permitirá encontra r secuencias 

altamente específicas que permitan identificar y difere nciar de manera 

rápida y precisa a estos microorganismos. 

Hasta el momento se han desarrollado ensayos de PCR para diferenciar 

entre las distintas especies y biotipos de Brucella. Estos ensayos son 

especialmente útiles en aquellos programas de erradicación especie

específicos. 

La presencia de una deleción en la cepa 819, así como un elemento 

I8711 interrumpiendo el gen wboA en la cepa RB51, puede evidenciarse 

fácilmente mediante PCR. Esto provee un método diagnóstico para 

diferenciarlas de todos los demás miembros del género Brucella, además 

de que podría ayudar al control de calidad de la producción de 

vacunas, así como a resolver algunos de los problemas debidos al uso 

de estas vacunas en el control de la brucelosis. 
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HIPÓTESIS 

El uso de la Reacción en Cadena de la Polimerasa permitirá la 

identificación y diferenciación de las cepas vacunales RBS1 y 819. 

OBJETIVO 

Estandarizar un ensayo de PCR que permita identificar y diferenciar a 

las cepas vacunales RBS1 y 819 de B. abortus, de otras especies de 

Brucella . 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

o Identificación molecular de la cepa vacunal RBS1 de B. abortus 

mediante la detección del elemento 18711 que interrumpe el gen 

wboA 

o Identificación molecular de la cepa vacunal 819 de B. abortus 

mediante la detección de una deleción en el locus ery 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1. Cepas bacterianas 

Las cepas utilizadas en este trabajo se enlistan en la Tabla 1. La 

cepa B. abortus 2308 es una cepa virulenta resistente al ácido 

nal idíxico; B. ovis es una cepa no dependiente de CO 2 • Las cepas de 

campo de B. abortus fueron aisladas a partir de leche y fueron 

identificadas utilizando la metodología descrita por Alton. 103 Todos 

los demás microorganismos enlistados son cepas representativas de 

diferentes especies del género Brucella. 

Todas las cepas fueron crecidas en Agar Brucella', Caldo Brucella! y 

Agar Tripticasa Soya (TSA)' a 37°C de 24 a 72 horas, de acuerdo a la 

especie de que se tratara. Cuando fue necesario, los medios de cultivo 

fueron suplementados con ácido nalidíxico a una concentración final de 

15 mg/ml. 

El medio de conservación fue preparado a base de Caldo Brucella 

adicionado con 50% de glicerol y las cepas se almacenaron a -80°C . 

• Oxoid, Hampshire, England 
t Oxoid, Hampshire, England 
t Becton Dickinson Bioxon, México 
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Especie Biotipo Cepa Hospe dero Orige n Fuente 
geográfico 

B. abortus 1 S19 Bovino México Brove l 

B. abortus 1 S19 Bovino México Pronabive 

B. abortus 1 RB5 1 Bovino E.U Dr . J . M. García -
Lobo 

B . abortus 1 RB51 Bovino México Pronabive 

B . abort us 1 RB51 Bovi no México Schering Pl ough 

B . abortus 1 2308 Bovino España Dr. J . M. García-
Lobo 

B. abortu s 1 54 4 Bovino E . U. Dr . J.M. García-
Lobo 

B . meli ten si s 1 16M Caprino España Laboratorio de 
Bio l ogía 

mo lecula r 
B. mel i t en sis 1 Rev1 Capri no Fr a ncia Laboratorio de 

Bio l ogía 
molecular 

B . meli ten sis 1 Rev1 Capri no Méxi co Labo ratorio de 
Biología 

molecular 
B . cani s 037 Pe r r o Méxi co Cepa de campo 

B . c anis 059 Perro México Cepa de campo 
B. c anis 298 Pe r ro México Cepa de campo 

B . a v is Reo 1 Ovino Fr a n c i a I NI FAP 
98 

B . abor tu s 1 136 Bovino México Cepas de campo 
187 INIFAP 
259 
325 
499 
5 96 
6 15 
657 
7 00 
708 
720 

2 . 2. Extracción de ADN 

Para c a da u na de las cepas l a extracción de ADN se realizó median te la 

t écn ica d e t i oc ianato de guanidina .104 El cult ivo de inicio se obt uvo 

a lresuspender l as col on i as crecidas de dos ca j as de medio de cultivo 

en 1 mI de s o l ución amortiguado r a d e f o sfatos (NaCI , KCI , Na2HP04 y 

KH 2 P04) (PBS) . El cu l tivo fue c entrifugado a 400 rpm durante 10 mi n o 
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Posteriormente se le agregaron 550 ~l de una solución de lisis 

(tiocianato de guanidina 5M, EDTA 0.1 M, sarkosyl 0.5%) y se mezcló de 

5 a 10 mino Se le adicionaron 250 ~l de acetato de amonio 7.4M y se 

colocó en hielo durante 10 min. Se agregaron 500 ~l de cloroformo-

alcohol isoamílico (24: 1 v/V) y se mezcló por 5 min, para 

posteriormente centrifugar a 10 000 rpm durante 5 mino El sobrenadante 

fue transferido a un tubo limpio y una vez más se agregaron 500 ~l de 

cloroformo:alcohol isoamílico, mezclándose por 5 min y se centrifugó a 

10 000 rpm durante 5 mino El ADN fue precipitado con 0 . 7 volúmenes de 

isopropanol. El ADN fue lavado tres veces con etanol al 70%. Se dejó 

secar la pastilla y se resuspendió en 100 ~l de agua estéril, 

almacenándose a 4°C . El ADN fue visualizado en un gel de agarosa al 1% 

teñido con bromuro de etidio. 

2.3. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a partir del ADN 

extraído de cultivo puro 

Los oligonucleótidos usados para la amplificación (5' TTA AGC GCT GAT 

GCC ATT TCC TTC AC 3'; 5' GCC AAC CAA CCC AAA TGC TCA CAA 3')· fueron 

diseñados con base en la secuencia del gen wboA descrita previamente 

para la cepa B. abortus 2308 (número de acceso: AF107768). Dichos 

oligonucleótidos flanquean la secuencia de inserción IS711 en la cepa 

vacunal B. abortus RB51. El oligonucleótido 5 - 3' , llamado 

oligonucleótido 1 se encuentra localizado 406 pb corriente abajo del 

punto de inserción del elemento IS711; el oligonucleótido 3-5', 

llamado oligonucleótido 3 se encuentra localizado 50 pb corriente 

arriba del sitio de término de la IS711. (Fig. 1) 

La reacción de la PCR se realizó en un volumen de 50 ~l, el cual 

contenía amortiguador para PCR 1X I
, 

Invitrogen, CarIsbad, California 
t Promega, Madison WI, USA 
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nucleótido trifosfatado t
, 1 11M de cada o l igonucleótido , 100 ng de ADN 

genómico y dos unidades de Taq polimerasa*. 

Lo s ciclos de la reacción f ue ron los siguientes: Desnaturalización 

inicia l a 94 Oc por 5 min, 30 c iclos a 94 Oc por 30 s , 60°C por 30 s y 

72°C por 1.30 min y una ex tensión final a 72°C por 5 min o 

(A) B. abortus 2308 

(B) B. abortus RB51 
Iniciador 1 Iniciador 2 Iniciador 3 

(C) 
Iniciador 1: 
Iniciador 2: 
Iniciador 3: 

wboA- 18711 - wboA 

5' TTAAGCGCTGATGCCATTTCCTTCAC 3' 
5' TTTAGTTTGCCGTAATATAGGTCTAGAACCTGTC 3' 
5' GCCAACCAACCCAAATGCTCACAA 3' 

Fig. 1 Mapa del gen wboA en B. abortus 2308 (A) Y B. abortus RB51 (B). 
Interrupción del gen wboA por el elemento IS 711 en B. abortus RB51 y 
localización de los oligonucleótidos (flechas) usados en el PCR. (C) Secuencia 
de nucleótidos de los oligonucleótidos. 

Para la cepa 819, se diseñaron d os oligonucleótidos a partir de la 

secuencia de los genes del catabolismo del eritrito l en la cepa B. 

abortus 2308 (5' TTG GCG GCA AGT CCG TCG GT 3 '; 5' CCC AGA AGC GAG ACG 

AAA CG 3')§. Estos oligonucleótidos se encuentran flanqueando la 

deleción encontrada en la cepa vacunal B. abortus 819. El 

oligonucleótido 5 - 3 ' denominado o ligonucleótido 1, se encuentra 

localizado 185 pb corr iente arriba del sitio en el que se encuentra la 

deleción; e l o ligonucleótido 3-5' denominado o ligonucleót ido 2 se 

• Promega, Madison WI, USA 
t Promega, Madison WI , USA 
: Promega , Madison WI, USA 
§ Invitrogen, Carlsbad, California 
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encuentra localizado 176 pb corriente abajo del sitio de la deleción 

(Fig . 2). 

La r eacción de PCR se realizó en un volumen de 50 fll , amortiguador 

para PCR lX , 1 mM de magnesio , 200 flM de cada nucleótido trifosfatado , 

1 flM de cada oligonucleótido, 100 ng de DNA genómico y dos unidades de 

Taq polimerasa . 

Los ciclos para esta reacc i ón f ueron los siguientes : Desnaturalización 

inicial a 94°C por 5 min , 30 ciclos a 94°C por 1 min , 59°C por 30 s y 

72°C por 1 min y una extensión final a 72°C por 2 mino 

(A) B. abortus 

(C) 
Iniciador 1: 
Iniciador 2: 

5' TTGGCGGCAAGTCCGTCGGT 3' 
5' CCCAGAAGCGAGACGAAACG 3' 

triosa fosfato 
isomerasa 

Fig.2 Mapa del operón ery en B. abortus 2308 (A) Y B. abortus S 19 (B). 
Presencia de una deleción en los genes eryC y eryD de B. abortus S 19 Y 
localización de los oligonucleótidos (flechas) usados en el peRo (C) Secuencia de 
nucleótidos de los oligonucleótidos. 

2.4 . PCR a partir de colonias bacterianas 

Una. colonia bacteriana de 2 mm de diámetro fue tomada del medio de 

cultivo y re suspendida en 200 fll de agua estéril. Posteriormente se 

incubó en baño María a 90°C por 15 mi n, y fue centrifugada a 8000 rpm 
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durante 5 min. 1 0 111 del sobrenadan te fueron usados como temp l ete de 

ADN para llevar a cabo la PCR e n un volumen total de 50 ~l , mismo que 

contenía amortiguador para PCR IX ·, 1 mM de magnesio' , 200 ~M de cada 

nucleótido trifosfatado l
, 1 ~M de cada oligonucleótido§ y 2 unidades de 

Taq polimerasa" . 

Los oligonucleótidos empleados en cada caso , así como las condiciones 

empleadas en cada ciclo de la reacción correspondían a aquellos 

empleados para identificar ya sea a la cepa B . abortus S19 o a la cepa 

B. abortus RB51, según fuera el caso . 

• Promega, Madison WI, USA 
t Promega, Madison WI, USA 
t Promega, Madison WI, USA 
§ Invitrogen, Carlsbad, California 
.. Promega, Madison WI, USA 
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3. RESULTADOS 

3.1. Extracción de ADN 

Median te el mé t odo de t iocianato de Gua n i d ina se e x t r ajo el ADN de 

cultivo puro de todas las cepa s . El ADN fu e resuspe nd i do e n ag ua grado 

biología mo lec ular y fue almacenado a -2 0 ·C has ta su uso. Asimismo se 

c uantificó mediante un espectrofo t ómetro a una l ongitud de o nda de 260 

nm, lo que nos reportó en promedio para t odas las muestra s la cantidad 

de 3 . 4 flg de ADN/fll. El ADN se visualizó en un gel de agarosa al 1% 

teñido con bromuro de etidio (Figura 3 y 4). 

1 2 3 4 5 6 7 B 

4,361 pb 

Fig. 3 Gel de agarosa al 1% en TAE teñido con bromuro de etidio en el 
que se muestra el ADN genómico extraído mediante el método de 
tiocianato de Guanidina. Carril 1: Marcador de peso molecular 
lambda I HindIII (l\). Carril 2: B. abortus 2308 . Carril 3 : B. abortus 
544. Carril 4: B. abortus S19 (Brove l). Carril 5 : B. abortus S19 
(Pronabive). Carri l 6: B. abortus RB51 (E. U.). Carril 7: B. abortus 
RB51 (Pronabive). Carril 8: B. abortus RB51 (Schering Plough) . 

38 



RESULTADOS 

1 2 3 4 5 6 7 8 

4,361 pb 

Fig. 4 Gel de agarosa al 1% en TAE teñido con bromuro de etidio en el 
que se muestra el ADN genómico extraído mediante el método de 
tiocianato de Guanidina. Carril 1: Marcador de peso molec ular 
lambda/HindII1 (A). Carril 2 : B. melitensis 16M . Carril 3: B. 
melitensis Rev 1 (México). Carril 4: B. melitensis Rev1 (Francia). 
Carril 5: B. ovis Reo198. Carril 6: B. canis 037. Carril 7: B. canis 
059 . Carril 8 : B. canis 298. 

3.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a partir del ADN 

extraído de cultivo puro 

El ADN extraído a partir de cultivos puros fue utilizado para realizar 

la PCR para identificar las cepas vacunales 519 y RB51 de Brucella 

abortus. 

PCR para la cepa RB51 de B. abortus 

Para la identificación y diferenciación de la cepa vacunal RB51 de B. 

abortus se emplearon los oligonucleótidos descritos por Vemulapalli 99 

que amplifican la secuencia de ADN del gen wboA en la que se encuentra 

la secuencia de inserción 15711. Dicha secuencia de inserción tiene un 

tamaño de 842 pb. 

Así, para las cepas control los oligonucleótidos amplificaron un 

producto de 456 pb, mientras que para la cepa vacunal RB51 se obtuvo 

un producto de ampl ificación de 1298 pb, conf irmando la pre sencia del 

e lemento de inserción (Fig. 5 Y 6) 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1,298 pb 

456 pb 

Fig . 5 Gel de agarosa al 1% en TAE teñido con bromuro de etidio que 
muestra l os productos a mp l ificados con la PCR para identificación de 
B. abortus RB51 a part ir de ADN extraído de cultivo puro. Carril 1: B. 
abortus RB51 (EU) . Carril 2 : B . abortus RB51 (Pronabive). Carril 3 : B. 
abortus RB51 (Schering Plough ). Carril 4: Marcador de peso molecular 
1 00 pb Ladder. Carril 5 : B. abortus 2308. Carril 6: B. abortus 544 . 
Carril 7: B . abortus S19 (Brovel) . Carril 8 : B. abortus S19 
(Pronabive) . Carril 9: control negativo (agua). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

456 pb 

Fig . 6 Gel de agarosa a l 1% en TAE teñ i do con bromuro de etidio que 
muestra l os productos amp l ificados con l a PCR para iden tificación de 
B. abortus RB51 a part i r de ADN extraído de cultivo puro. Carril 1: 
Marcador de 1kb plus Ladder. Carril 2: B . ovis Reo198. Carril 3: B. 
melitensis 16M. Car ril 4: B. melitensis Rev1 (Francia). Carril 5: B . 
melitensis Rev1 (México). Carril 6 : B . canis 037 . Carril 7 : B. canis 
059. Carril 8: B. canis 298. Carril 9 : contro l negativo (agua). 
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PCR para la cepa S19 de B. abortus 

Para la cepa S19 de B. abortus se emplearon los oligonucleótidos 

previamente descritos por Sangari. 90 Dichos ol igonucleótidos se 

encuentran flanqueando la secuenc ia de los gene s del locus ery en la 

que se encuentra la deleción característica de la cepa vacunal S19 . El 

producto de amplificación obtenido a partir de la cepa S19 fue de 361 

pb. Las cepas control , al poseer el locus ery completo , dieron como 

resultado un producto de amplificación de 1063 pb (Fig. 7 Y 8). 

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 

1,063 pb 

361 pb 

Fig. 7 Gel d e agarosa al 1% en TAE tenido con bromuro de etidio que 
muestra l os productos amplificados con la PCR para identificación de 
B. abortus S19 a partir de ADN extraído de cultivo puro. Carril 1: B. 
abortus S19 (Brovel). Carril 2: B. abortus S19 (Pronabive). Carril 3: 
Marcador de peso molecular 1 kb Ladder. Carril 4: B. abortus 2308. 
Carril 5: B. abortus 544. Carril 6 : B. abortus RB51 (EU). Carril 7: B. 
abortus RB51 (Pronabive). Carril 8: B. abortus RB51 (Scher ing Plough). 
Carril 9: contro l negativo (agua). Carril l O: Marcador de peso 
molecular 1 kb Ladder. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1,063 pb 

Fig. 8 Gel de aga rosa al 1% en TAE teñido con bromuro de etidio que 
muestra los productos amplificados con la PCR para identificación de 
B. abortus S19 a partir de ADN extraído de cultivo puro. Carril 1: 
Marcador de peso molecular 1 kb Ladder. Carril 2: B. ovis Reo198. 
Carril 3: B. melitensis 16M. Carril 4: B. melitensis Revl (Francia). 
Carri l 5: B. melitensis Revl (Mé x ico). Carril 6: B. cani s 037 . Carri l 
7 : B. canis 059. Carril 8: B. canis 298 . Carril 9: contro l negativo 
(agua). Carril la: Marcador de peso molecula r 1 kb Ladder. 

3 . 3. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de colonias 

bacterianas 

A partir de las colonias de las cepas vacunales, así corno de las cepas 

controles, se estandarizó un PCR para identificar y diferenciar a l as 

cepas RB5l Y S19 a partir de l os cultivos bacterianos, sin neces idad 

de realizar la extracción de ADN. 

Cepa RBS1 

Los oligonucleótidos amplificaro n un producto de 1298 pb cuando se 

trataba de la cepa RB5l, y un producto de 456 pb cuando se trataba de 

l as cepas control , ya que éstas no presentan el ele men to IS7ll en el 

gen wboA (Fig. 9) . 

Cepa 819 

Los oligonucleótidos amplificaron un producto de 361 pb cuando se 

trataba de la cepa S19 , y e n el caso de las cepas contro l se obtuvo un 
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producto de amplificación de 1063 pb, ya que e s tas cepas poseen 

comp l eto el locus ery (Fig.1 0) . 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1,298 pb 

456 pb 

Fig. 9 Gel de agarosa al 1% en TAE teñido con bromuro de et idio que 
muestra los productos amplificados con la PCR para identificación de 
B . abortus RBS l a partir de colonias bacterianas . Carril 1: B. abort us 
RBS1 (EU). Carril 2 : B. abortus RBS1 (Pronabive). Carril 3 : B. abortus 
RBSl (Schering Plough). Carril 4: Marcador de peso mo l ecular 1 kb 
Ladder . Carril 5: B. abortus 2308. Carril 6: B. abortus S19 (Brovel). 
Carril 7: B. abortus S19 (Pronabive). Carril 8: B. canis 037. Carr il 
9: B. canis 059. CarrillO: B. canis 298 . Carril 11: contro l negativo 
(agua). Carril 12: Marcador de peso molecular 1 kb Ladder. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1,063 pb 

361 pb 

Fig. 10 Gel de agarosa al 1% en TAE teñido con bromuro de etidio que 
muestra los productos amplificados con la PCR para identificación de 
B. abortus S19 a partir de colonias bacterianas. Carril 1: B. abortus 
S19 (Brovel). Carril 2: B. abortus S19 (Pronabive). Carril 3 : Marcado r 
de peso molecular 1 kb Ladder. Carril 4: B. abortus 2308. Carril 5: B . 
abortus RBS1 (EU). Carril 6 : B. abortus RBS1 (Pronabive). Carril 7 : B. 
abortus RBSl (Schering Plough). Carril 8: B. canis 037. Carril 9 : B . 
can is 059. CarrillO: B. canis 298. Carril 11: control negativo(agua) . 
Carril 12: Marcador de peso mo lecular 1 kb Ladder . 
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3 . 4 . PCR p a ra las cepas de campo 

Una vez que se estandarizó la técnica de PCR a partir de colonia s 

bacterianas de las cepas vacuna les se dec idió u ti li za r es ta técnica 

para la caracter iza c ión de 11 cepas de campo de Brucella abortus 

procedentes de leche bovina . A todas la s cepas se les real izó la PCR 

que identifi ca a la cepa 819, así corno la PCR que identifica a la cepa 

RB5 1 . 

Las once muestras dieron un producto de amplifi c ación de 456 pb con el 

PCR que identifica a la cepa vacunal RB51 , descartando con ello la 

presencia de alguna cepa vacunal RB51 dentro de las cepas de campo 

(Fig . 11 Y 12). 

Con el PCR que identifica a la cepa 819 , 9 de las once mu es tras 

amplificaron un producto de 1063 pb , mientra s que dos de ellas 

amplificaron un producto de 361 pb , l o que significa que estas dos 

cepas de campo correspondían a cepas vacuna les 819 de B. abortus (Fig. 

13 Y 14) 

1 2 3 4 5 6 7 

456 pb 

Fig . 11 Gel de agarosa a l 1% en TAE teñido con bromuro de etidio que 
muestra los productos ampl i ficados con la PCR para identificación de 
B. abortus RB51 a partir de c epas de campo. Carril 1: Marcador de peso 
molecular 1 kb Ladder. Carril 2 : B. abortus 325 . Carril 3 : B. abortus 
596 . Carril 4: B. abortus 657 . Carril 5 : B. abortus 708. Carril 6: B. 
abortu s 720. Carr il 7: control negativo (agua) 
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1 2 3 4 5 6 7 8 

456 pb 

Fig. 12 Gel de agarosa al 1% en TAE teñido con bromuro de etidio que 
muestra los productos amplificados con la PCR para identificación de 
B. abortus RBS1 a partir de cepas de campo. Carril 1 : Marcado r de peso 
molecular 1 kb Ladder. Carril 2: B. abortus 136. Carril 3 : B . abortu s 
187. Carril 4 : B. abortus 259 . Carril 5: B. abortus 499. Carril 6: B . 
abortus 615 . Carril 7: B. abortus 700. Carril 8 : control 
negativo (agua) . 

1 2 3 4 5 6 7 8 

1,063 pb 

Fig. 13 Gel de agarosa al 1% en TAE teñido con bromuro de e tidio que 
muestra los productos amplificados con la PCR para identifi c a c ión de 
B. abortus 819 a partir de cepas de campo. Carril 1: Marcador de peso 
molecular 1 kb Ladder . Carril 2: B. abortus 325. Carril 3: B. abortus 
596. Carril 4: B. abortus 657. Carril 5 : B . abortus 708. Carril 6 : B . 
abortus 720. Carril 7 : control negativo (agua) . Carril 8: Marcado r de 
peso mo lecular 1 kb Ladder. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1,063 pb 

361 pb 

Fig. 14 Gel de agarosa al 1% en TAE teñido con bromuro de etidio que 
muestra los productos amplificados con la PCR para identificación de 
B. abortus S19 a partir de cepas de campo. Carril 1: Marcador de peso 
molecular 1 kb Ladder. Carril 2: B. abortus 136. Carril 3: B. abortus 
187. Carril 4: B. abortus 259. Carril 5: B. abortus 499. Carril 6: B. 
abortus 615. Carril 7: B. abortus 700. Carril 8: control 
negativo (agua) . Carril 9: Marcador de peso molecular 1 kb Ladder. 
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4. DISCUSIÓN 

La PCR estandarizada en este trabajo se utilizó para verificar de 

manera rápida y precisa la presencia o ausencia de cepas vacuna les en 

once aislamientos de campo de B. abortus procedentes de leche de 

vacas. Las 11 cepas analizadas fueron identificadas previamente por 

medio de pruebas microbiológicas estándar para Brucella,1 03 con lo cual 

se comprobó que todos los aislamientos correspondían a B. abortus 

biotipo l . 

Al utilizar la PCR para la identificación de la cepa RBSl se observó 

que las once cepas de campo amplificaron un producto de 456 pb, con l o 

cual se descartó la presencia de la cepa vacunal RBSl de B. abortus. 

En el caso de la PCR para identificar a la cepa 819, nueve de la s 

cepas de campo amplificaron un producto de 1063 pb; sin embargo, dos 

cepas amplificaron un producto de 361 pb, lo que reveló la prese ncia 

de dos cepas vacunales 519 de B . abortus dentro de las 11 cepas de 

campo. 

Este hecho es de importancia tanto a nivel epidemiológico como a nivel 

oficial, debido a las implicaciones directas e indirectas que tiene en 

relación a la Campaña Nacional de Control y Erradicación de la 

Brucelosis Bovina . 6 

Desde 1997, la cepa RBSl de Brucella abortus fue aprobada en México 

como cepa vacunal oficial en el ganado bovino. Puesto que el 

lipopolisacárido de la cepa RBS1 carece de cadena 0, los anticuerpos 

inducidos por la vacunación con esta cepa no interfieren con la 

serología convencional . 93 

McQuiston et al., 105 caracterizaron el gen wboA de B abortus que 

codifica una glicosiltransferasa, enzima esencial en la biosíntesis 

del antígeno o . Ellos demostraron que una mutación en el gen wboA en 

cepas lisas de B. abortus, B. melitensis y B. suis, resulta en la 

conversión de estas cepas hacia un fenotipo rugoso. 
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Así mismo , Vemulapalli et a l., 100 demostraron que el ge n wboA en la 

cepa RB 51 de B. abortus se encuentra interrumpido por una secuenc ia de 

inserció n de 842 pb conocida como elemento 18711, a partir de l o cual 

el presente trabajo estandarizó una PCR que puede distinguir a l a cepa 

RB51 de o tras especies y cepas de Brucella, incluyendo a su cepa 

parental, la 2308. El fragmento amplificado para la cepa RB 5 1 fue de 

1298 pb, mientras que el producto de amplificación para l as demás 

especies y cepas fue de 456 pb. 

Vemulapalli et a., 100 realizaron esta PCR empleando un oligonucleótido 

que amplifica la unión entre el gen wboA y el extremo 5' del e l e mento 

18711, además de los oligonucleótidos empleados en este trabajo, 

denominados oligonucleótido 1 y 3, respectivamente. (Fig. 1) 

Cuando usaron los tres oligonucleótidos para realizar el PCR, se 

obtuvo un producto de -400 pb para la cepa 2308 y tres fragmentos para 

la cepa RB51, de -900, -1300 Y -2300 pb . Las bandas de los fragmento s 

de 900 y 2300 pb fueron de baja intensidad, sugiriendo inhibición en 

la amplificación, probablemente debida a la actividad de la Taq 

polimerasa, que al extender a uno de los oligonucleótidos, podría 

haber degradado el fragmento de ADN que estaba siendo extendido en 

otro de los oligonucleótidos. 

Con los resultados obtenidos se corroboró la eficiencia de la técnica 

estandarizada en el presente trabajo, ya que el uso de los dos 

oligonucleótidos empleados fue suficiente para realizar exitosamente 

la identificación de la cepa RB51 . 

En los últimos años, diversos ensayos de PCR han sido desarrollados 

para detectar o diferenciar a varias cepas de Brucella. 8in embargo, 

ninguno de ellos podría distinguir a la cepa RB51 de su cepa parental, 

la cepa v irulenta 2308. 63 , 64,65 , 106,107,108 La PCR estandarizada en este 

trabaj o puede ser utilizado para identificar de una mane ra má s rápida 
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y precisa a la cepa RB51; y es útil en aquellos estudios e n los que se 

requiera detectar la presencia de la cepa, como aquell o s en l os qu e 

existe el riesgo potencial de aborto , mismos que pueden ocurrir e n 

animales gestantes que son vacunados con la cepa RB51. Además podrí a 

ayudar en el control de calidad de la producción de vacunas, a s í como 

a resolver algunos de los problemas que representa el uso de esta 

vacuna viva para el control de la brucelosis bovina . 

Con respecto a la cepa 819 de B . abortus, 8angari et al. 91 estudiaron 

la región cromosomal en la que se encuentran los genes que participan 

en el catabolismo del eritritol , y revelaron la presencia de una 

deleción de 702 pb en la cepa 819. De igual manera secuenciaron un 

fragmento del genoma de B . abortus e identificaron 4 genes (eryA, 

eryB, eryC y eryD) responsables del catabolismo del eritritol, que se 

encuentran organizados como un operón inducible al que llamaron operó n 

ery . 90 Los resultados de ese trabajo revelaron que aquella deleción 

descrita previamente se encuentra localizada afectando dos genes, eryC 

y eryD. Además de esclarecer la causa de la sensibilidad al eritritol 

por parte de la cepa 819, este conocimiento proporcionó bases para 

diferenciar a la cepa 819 del resto de los miembros del género 

Brucella por medio de la amplificación de esta región mediante PCR. 

En este trabajo se estandarizó la PCR utilizando los oligonucleótidos 

descritos previamente por 8angari et al. 91 Los oligonucleótidos 

amplifican la secuencia del locus ery en la que se encuentra la 

deleción en la cepa 819; dicha secuencia abarca un fragmento del gen 

eryC y un fragmento del gen eryD. Como resultado, se obtuvo un 

producto de amplificación de 361 pb para la cepa 8 19, mientras que 

para las demás especies y cepas se obtuvo un fragmento de 1063 pb, 

comprobando que estas últimas no presentan la deleción de 702 pb en el 

locus ery. 
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Lo anterior fundamenta un método diagnóstico rápido y conf iabl e para 

diferenciar a la cepa 819 de los de más miembros del g énero Brucella. 

Este método de identificación y diferenciación de la cepa es 

importante ya que aunque esta cepa ya no es empleada en México para la 

preparac ión de vacunas para el ganado bovino debido a la persistencia 

de anticuerpos que produce, es la cepa oficial para la preparac ión de 

todos los antígenos empleados en las pruebas serológicas oficiales 

para el diagnóstico de la enfermedad. 109 

Como se mencionó previamente, una de las principales desventajas de la 

cepa vacunal 819 de B. abortus es el desarrollo de anticuerpos 

postvacunales que interfieren con la interpretación de las pruebas 

serológicas, hecho que hizo incompatible el uso de la vacuna con la 

aplicación simultánea de los procedimientos para el control de la 

brucelosis. Desde que la cepa RBS1 de Brucella abortus fue aprobada 

oficialmente en 1997 como cepa vacunal para el ganado bovino, la 

producción de vacunas contra la brucelosis bovina a partir de la cepa 

819 de B. abortus llegó a ser innecesaria, por lo que las empresas 

dedicadas a la elaboración de biológicos veterinarios en México y 

Estados Unidos dejaron de producirla . 

Las cepas de campo que se utilizaron en este trabajo procedían de 

aislamientos de campo procedentes de leche bovina que fueron 

realizados a finales del año 2000, esta situación plantea la 

siguiente pregunta. ¿Porqué encontramos aún la cepa 819 entre estos 

aislamientos, si desde 1997 no se vacuna con esta cepa? 

Nicoletti et al. 110 real izaron una comparación entre las vías 

subcutánea y conjuntival para la vacunación con la cepa 819 de B. 

abortus en el ganado bovino adulto. Entre los aspectos que evaluaron 

estuvieron los aislamientos bacterianos obtenidos de muestreos de la 

leche realizados cada dos meses a partir de la vacunación. Tanto l os 

animales vacunados por la vía conjuntival como los vacunados por l a 
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vía subcutánea, eliminaron a la cepa 819 durante los 13 me ses 

posteriores a la vacunación. El número de aislamientos obtenidos fue 

mayor en los primeros dos meses (7 en la vía subcutánea y 5 en la vía 

conjuntival), y disminuyó a partir del cuarto mes, encontrándose al 

final de los trece meses posvacunales, sólo un aislamiento relaci o nado 

con cada vía de administración. 

Por otro lado, Alton et al. lll realizaron un trabajo en el que evalúan 

la vacunación de vacas gestantes con dosis reducidas de la cepa 819 de 

B. abortus . Los 2 grupos de animales con los que trabaj aron fueron 

inoculados con . 5.6 x 2.8 x organismos viables, 

respectivamente. La cepa 819 fue aislada de 4 de las 9 vacas del grupo 

1, Y fue aislada únicamente de una de las 9 vacas del grupo 2; ésta 

última fue muestreada semanalmente después del parto durante toda su 

vida y no se volvió a obtener aislamiento alguno . 

Por su parte, Nicoletti reportó que de 700 vacas lactantes que fueron 

vacunadas 2 ó 3 meses antes con la dosis normal, menos del 2% excretó 

a la cepa 819 en la leche. lll 

Todos estos trabajos comprueban no sólo que la cepa vacunal 819 puede 

ser eliminada en la leche de las vacas vacunadas, sino la frecuencia 

tan baja con la que esto se presenta. Pero lo más importante es que 

cuando la excreción de la cepa vacunal 819 se presenta, lo hace por un 

tiempo máximo de un año. Por tal motivo, aún cuando las vacas de las 

que se realizaron los aislamientos analizados en este trabajo hubieran 

sido vacunadas en 1997, año en el que suponemos todavía existían lotes 

de vacunas con la cepa 819, sería casi imposible que estuvieran 

excretando a la bacteria por tres años. Esto sugiere que la vacunación 

debió darse máximo un año antes de que dichos aislamientos fueran 

obtenidos (1999). Lo que queda en duda, es de dónde provenía la vacuna 

si en nuestro país se dejó de producir dos años antes . 
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Ot r o aspecto relevante al que conlleva el hecho de qu e se hayan 

encon trado en este trabajo dos cepas vacuna les S19 dentro de los 

aislamientos de campo , es la salud pública. Se sabe que la brucelosis 

es una de l as más importantes zoonosis bacterianas en nue s tro país. La 

Organización Mundial de la Salud señala que cada año son repor tados 

5000 casos de bruce losis en el mundo. La incidencia y prevalencia. de 

la enfermedad varía ampliamente de un país a otro. Mientras que B . 

abortus es más frecuente en Estado s Unidos y Europa, B. melitensis es 

la especie más común en América latina y los países del Medit e rráneo. 22 

Las principales fuentes de Brucella son los animales infectados o sus 

productos, tale s como la leche, crema , mantequilla, ques o fresco , 

helado , orina, sangre , cadáveres y productos abortados . Las vías de 

t ransmisión para l a infecc i ón en el humano incluyen el contacto 

directo con los animales infectados y s us secrecione s a través de 

piel , por aerosoles, vía conjuntival o por la ingestión de productos 

lácteos no pasteurizados. 23 

En el presente trabajo se detectó la presencia de dos cepas S19 de B. 

abortus en aislamientos procedentes de leche de vaca. Cabe resaltar 

que aunque se trata de una cepa vacunal, la cepa S19 es una cepa v i va 

atenuada de B. abortus, capaz de causar enfermedad; existen reportes 

de la infección e n humanos con la cepa S19 de B. abortus . 1l2 

El objetivo principal de la ganadería bovina lechera es come rcializar 

l a leche, ya sea para el consumo directo o para l a e l aboración de 

productos l ácteos que son consumidos por la población humana . Como se 

menc ionó anteriormente, de los 10,000 millones de litros de leche de 

vaca producidos al año , el 35% es consumido como quesos y leche sin 

pasteurizar. El hecho de que B. abortus cepa S19 pueda ser excretada 

en la leche implica un riesgo muy grande para la población humana que 

consumirá e sa leche o los productos elaborados con ella , y que es 

susceptible de adquirir la enfermedad , la que además presenta vari as 
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dificultades diagnósticas debido a que sus signos son variados e 

inespecíficos, confundiéndose algunas veces con otras patologías. 

En este sentido las medidas sanitarias en el manejo de la leche en los 

establos, así como las pruebas andén y de laboratorio deben realizarse 

de manera obligatoria y rutinaria; posteriormente el uso de leche 

pasteurizada y productos derivados son importantes para la prevención 

de la brucelosis humana. 

El control de la brucelosis animal juega un papel fundamental en la 

prevención de la infección humana y uno de los caminos para llevarlo a 

cabo es mediante el estricto y cuidadoso control de calidad de los 

productos biológicos empleados para la prevención de la enfermedad en 

los animales. 

Se requiere de futuros trabajos que estén enfocados a muestrear al 

resto de los animales que integran el hato del que se obtuvieron los 

aislamientos, así como aquellas explotaciones cercanas a él. Aunado a 

esto se podrían realizar las pruebas serológicas correspondientes y 

cultivos bacterianos de los órganos de aquellos animales que sean 

sacrificados. 

Estudios epidemiológicos posteriores podrán ayudar a encontrar el 

origen de los aislamientos de B. abortus S19 identificados en este 

trabajo. 
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5. CONCLUSIONES 

Con los resultados obtenidos en este trabajo s e corrobora que la 

presencia de una deleción en el l ocus ery de Bru cella abortus cepa 

819, así como una secuencia de inserc ión en el gen wboA de la cepa 

RBS1, son evidenc iables fácilmente mediante la técnica de PCR. 

La PCR estandarizada en este trabajo permitió la caracterización de 

cepas de campo de Brucella abortus aisladas en leche de vacas. 

De acuerdo al año en que se realizaron los aislamientos de cepas 

vacunales 819, es muy probable que dichas vacunas no fueran elaboradas 

e n Méxi co. 
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