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Resumen 

El primer objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de tres fracciones 
subcelulares: membrana externa (OMP), membrana interna (IMP) y citosol (CP) 
de Bruce/la ovis en la respuesta inmune celular, determinando in vitro la 
inducción de IL-2, IL-4 e IFN-y. Se empleo la cepa REO 198 de Bruce/la ovis, la 
cual fue cultivada en caldo brucella durante 48 horas en agitación orbital a 37 
C, se obtuvó la biomasa por centrifugación a 1 O, 000 x g por 15 minutos, 
realizando dos lavados con solución de HEPES. La biomasa fue resuspendida 
en HEPES 10 mM + PMSF 0.1 M + EDTA 2mM, para sonicarse en pulsos de 
60 segundos por 60 segundos de descanso. Se centrifugo a 1 O, 000 g x 15, a 4 
C. El sobrenadante se ultracentrifugó a 150, 000 g x 1 hora a 4 C, de donde se 
obtuvo el sobrenadante que contiene las proteinas del citosol y la pastilla que 
contiene las membranas totales. La pastilla fue tratada con la solución de 
HE PES 1 OmM+ Sarcosyl al 1 %, agitada por 30 min a 37 C y centrifugada a 
150, 000 g x 1 hora a 4 C. De este último tratamiento se obtuvieron dos 
fracciones la insoluble al sarcosyl (OMP) y la soluble al sarcosyl (IMP). La 
fracción de OMP y CP fueron precipitadas con etanol absoluto en una relación 
1 :4, mientras que la OMP fue concentrada mediante la adición de cloroformo
metanol. Las tres fracciones fueron evaluadas en PAGE-SDS al 15 % y se 
realizo la tinción de plata para determinar la presencia de LPS. Se formaron 
tres grupos con 6 ratones Balb/c de 5 semanas de edad, los cuales fueron 
inoculados con la fracción OMP, IMP y CP respectivamente. Posteriormente se 
obtuvó el bazo y se realizó un cultivo primario de linfocitos, a los cuales se les 
colocó 10 µI de la fracción correspondiente, se tomó muestra de sobrenadante 
a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas. A los sobrenadantes se les determinó la 
presencia de IL-2, IL-4 e IFN-y mediante un estuche comercial. La OMP resultó 
ser la mejor inductora de inmunidad celular, produjó una alta respuesta de IL-2 
(1000 pg) a las 24 horas y se encontró una producción ascendente de IFN-y, 
siendo de 720 pg a las 120 horas, en cuanto a la inducción de IL-4 solo se 
encontró una muy pobre respuesta en esta fracción debida quizá ala presencia 
de LPS-rugoso, el comportamiento de citocinas demuestra que la respuesta fue 
por linfocitos Th1; por lo tanto, las proteinas de OMP resultaron buenas 
inductoras de la inmunidad celular. 

El segundo objetivo del presente trabajo fue evaluar en el modelo murino el 
grado de protección conferido por Omp, vesículas y una bacterina de B. ovis, al 
desafío experimental con B. ovis. lnmunógenos: a) membrana externa de B. 
ovis (Omp): se obtuvo de la forma en que se menciono anteriormente. 
b) vesículas de membrana externa de B. ovis: después de crecer la bacteria en 
agar brucela por 48 horas a 37 C, se cosechó con SSF, se centrífugó a 1 O, 000 
X g por 15 min a 4 C y el sobrenadante se filtró en 0.22 µm y finalmente el 
filtrado se ultracentrifugó a 150, 000 X g durante 1 hora, la pastilla fue 
resuspendida en agua desionizada y se congeló hasta su utilización. 
c) bacterina de B. ovis, se obtuvo a partir de un crecimiento en agar brucella 
por 48 horas a 37 C y una posterior inactivación con fenol al 5% en 
amortiguador de fosfatos 20mM (pH 7.2) por 2 días, se lavó la biomasa tres 
veces con agua destilada. Evaluación de la protección in vivo de los 
inmunógenos. Se usaron 8 grupos de 12 ratones Balb/c cada uno. Los 
grupos se conformaron así: 1) Omp + Adyuvante completo de Freund (ACF), 2) 
Omp + Adyuvante incompleto de Freund (AIF), 3) Vesículas + ACF, 4) 



Vesículas+ AIF, 5) Bacterina + ACF, 6) Bacterina + AIF, y como controles los 
grupos 7) ACF, 8) AIF y 9) SSF. Los ratones fueron inoculados 
subcutáneamente con los respectivos inmunógenos ya mencionados y se les 
aplicó un refuerzo a los 1 O días, en el día 20 postinmunización se procedió al 
desafío, este consistió en la aplicación por vía intravenosa de la cepa de B. ovis 
a una concentración de 3 x 105 UFC. Determinación de la unidades 
formadores de colonia (UFC/ml): Se realizo el sacrificio de tres ratones por 
grupo en los días 7, 14 y 21 posdesafío para la determinación de UFC/ mi 
presentes en el bazo. Análisis estadístico: se realizo el análisis de ANOVA 
para determinar las diferencias entre los distintos inmunógenos. Las UFC 
determinadas en el día 7 en los diferentes grupos, no muestran diferencias 
significativas entre ellos; sin embargo, para el día 14, resulta notoria la 
disminución de UFC de los grupos de vesículas y bacterir)a (encontrándose 
entre ellos diferencias significativas) en comparación con Onip. En el día 21 los 
datos finales demuestran una diferencia significativa entre las vesículas y los 
demás grupos, presentándose un efecto similar entre la bacterina y las Omp. El 
efecto posdesafío mostrado por los adyuvantes (ACF, AIF) detalla el impacto 
producido por el tipo de adyuvante durante los días de muestreo (7, 14 y 21), 
en el ACF existió una diferencia significativa durante los tres días. Es posible 
observar que la disminución de UFC/ml adjudicadas al efecto del adyuvante fue 
disminuyendo conforme pasaron los días, atribuyéndose el descenso final en 
las UFC/ml al tipo de inmunógeno empleado. Las pruebas realizadas en el 
modelo murino demuestran que las Omp de B. ovis aún cuando tienen una 
buena actividad in vitro, no resultan tan eficientes in vivo. Las vesículas de B. 
ovis mostraron una protección más eficiente a los 21 días de la evaluación 
posdesaf ío en el modelo murino, se requieren investigaciones posteriores que 
esclarezcan las diferencias encontradas con otros autores. Finalmente, ha 
quedado bien establecido el efecto modulador de la respuesta inmune 
dependiente del tipo de adyuvante utilizado, los resultados expresados 
demuestran el efecto que produce la utilización de ACF y AIF, es bien sabido 
que su presencia incrementa la magnitud de la respuesta en comparación de 
cuando no se usan. Este efecto lo pudimos observar en las evaluaciones del 
adyuvante postdesafío, siendo de mayor relevancia la desarrollada por ACF; 
sin embargo, dicho efecto va disminuyendo conforme el tiempo postdesafío 
avanza para finalmente depender el efecto protector del inmunógeno 
empleado. 
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Abstract 

The first objective of the study was to evaluate the effect of three B. ovis subcellular 
fractions: outer membrane (OMP), inner membrane (IMP) and citosol (CP) on the 
cellular immune response by in vitro determination of the induction of IL-2, IL-4 and 
IFN-y production. B. ovis REO 198 strain was used; it was cultured in brucella broth 
for 48 hrs, with orbital agitation at 37C. The biomass was obtained by centrifugation at 
10,000g, for 15 min in HEPEs lOmM - PMSF O.lM+ EDTA 2mM. After growth, the 
bacteria were sonicated at 60 second pulses allowing a 60 second rest. After 
sonication, the biomass was then ultra centrifuged at 150,000 g for 1 hr at 4C. After the 
centrifugation, the supematant was obtained containing citosol proteins; while the pellet 
containing total membranes was treated with HEPES lOmM+sarcosyl 1 % and agitated 
for 30 min at 37 C and centrifuged at 150,000g 1 hr at 4C. From this treatment, two 
fractions were obtained: the sarcosyl insoluble (OMP) and the sarcosyl soluble fraction 
(IMP). The fractions of OMP and CP were precipitated with absolute ethanol in a 1:4 
ratio, while OMP was concentrated by the addition of chloroform-methanol. The three 
fractions were evaluated on PAGE-SDS at 15% and stained with silver to determine 
LPS presence. Separately, three groups of six 5 days old Balb/C mice were inoculated 
with OMP, IMP and CP fractions respectively. The spleen was obtained anda primary 
lymphocyte culture was done. Ten microliters of the fraction were added to the culture 
and the culture supematants were sampled at 24, 48 , 72, 96 and 1200 hrs. IL-2, IL-4 
and IFN-y were determined in the culture samples by a commercial reagent set. The 
OMP fraction highly induced cellular immunity, producing a high IL-2 response at 24 
hr (lOOOpg) while showing an increasing production of IFN-y that reached a 720pg peak 
at 120 hrs of incubation. IL-4 response was very low in this fraction probably dueto 
the presence of rough LPS; the cytokyne production showed that the response carne 
from Thl lymphocytes. The d~ta demonstrated that OMP proteins were good inductors 
of cellular immunity. 
The second objective of the study was to assess the degree of protection provided by 
OMP, vesicles and a B. ovis bacterine to the experimental challenge to B. ovis, in a 
murine model. The immunogens used were ; a) B. ovis outer membrane (OMP) 
obtained as described above; b) vesicles of B. ovis outer membrane: the bacteria were 
grown in brucella agar for 48 hrs and 37 C, the microorganisms were recovered with 
physiological saline, centrifuged at 10,000 g for 15 min, 4C and the supematant was 
filtered through 0.22 µm and at last the filtered solution was ultracentrifuged at 150,000 
g for 1 hr. The pellet was resuspended with deionized water and frozen until its usage, 
c) B.ovis bacterine, it was obtained from a growth in brucella agar for 48 hrs, at 37 C 
and an inactivation with 5% phenol in phosphate buffer 20 mM (pH 7.2) for 2 days. 
The biomass was washed three times in distilled water. Evaluation of the in vivo 
protection of immunogens. Nine groups of 12 Balb/C mice were used. The groups 
were divided as follows: 1) OMP + Freund's complete adjuvant (FCA), 2) OMP + 
Freund's incomplete adjuvant (FIA), 3) vesicles + FCA, 4) vesicles +FIA 5) bacterine + 
FCA, 6) bacterine + FIA and controls were groups 7) FCA, 8) FIA and 9) physiological 
saline. The mice were inoculated subcutaneously with the respective immunogens and 
received a new inoculation at the 10 days. On day 20 after the immunization, the mice 
were inoculated with B. ovis at a concentration of 3 x105 CFU intravenously. 
Determination of the colony forming units (CFU/ml). CFU were determined in the 
spleen of three mice at day 7, 14 and 21 after challenge with B. ovis. Statistical 
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analysis: ANOV A was used to determine the difference among the immunogens used. 
At day 7, there is no significant difference among the different groups, however on the 
day 14 , there is a noticeable decrease in the UFC in the vesicle and bacterine groups 
compared to OMP. On day 21 there is a significant difference between bacterine and the 
other groups while bacterine and OMP showed a similar response. The post-challenge 
response demonstrated by adjuvants highlights their effect during the sampling period 
(7, 14 and 21 days). FCA was significantly different to FIA on each of the sampling 
days. lt is possible to observe a steady decrease in UFC/ml due to the adjuvant, while 
the final decrease could have been due to the type of immunogens used. The tests in the 
murine model showed that even though B. ovis OMP have a good activity in vitro, they 
are notas efficient in vivo. The B. ovis vesicles showed a more efficient protection at 
the 21 days in the murine model; they may require additional research to clarify the 
results obtained herein when compared to other results reported in the literature. The 
study also emphasized the modulating effect on the immune response of the type of 
adjuvants by increasing the immune response. In this study, FCA developed a higher 
response that decreased through time to finally depend only on the immunogen 
protective effect. 
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1. INTRODUCC/ON 

La brucelosis sigue siendo una de las zoonosis de mayor distribución en el 

mundo. Afecta principalmente al ganado bovino, ovino, caprino, suino, canino, 

animales silvestres y mamíferos marinos. En los animales la infección causa 

abortos y aumento de la mortalidad perinatal, así como infertilidad, existiendo 

diversas vías de infección. 

Si bien varios países han erradicado la Bruce/la abortus de los bovinos, en 

algunas áreas B. melitensis y B. suis están también surgiendo como causa de 

infección en bovinos. Además existen las especies: B. neotomae, B. ovis, B. 

canis y recientemente una que infecta diversos mamíferos marinos, la cual se 

ha denominado B. maris. 

El hombre contrae la enfermedad por contagio directo, durante el manejo 

de los animales, o por ingestión de productos lácteos frescos contaminados, 

pero no es fuente de contagio. 

En el Manual Bergey de bacteriología sistemática (1984), se reconoce la 

existencia de seis especies del género Bruce/la, de las que cuatro son de 

interés económico: B. melitensis, que afecta sobre todo al ganado caprino y 

ovino; B. abortus, al ganado bovino; B. suis, a los suinos; y B. ovis que infecta 

principalmente a los machos ovinos y es el agente etiológico de la epididimitis 

contagiosa del carnero. 

La epididimitis contagiosa del car]lero es una enfermedad 

infectocontagiosa que afecta a la especie ovina y puede tener un curso agudo o 

crónico. Esta enfermedad se caracteriza por una inflamación del epidídimo en 

los carneros, con la consiguiente disminución de la fertilidad, baja calidad del 

semen, presencia de granulomas espermáticos y fibrosis progresiva del 
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epidídimo. Además, puede producir abortos tardíos en las hembras y un 

aumento de la mortalidad perinatal. El cuadro 1 resume diversos eventos 

relevantes en la historia de B. ovis. 

Cuadro 1. Antecedentes históricos de Bruce/la ovis. 

ANO EVENTO BIBLIOGRAFIA 
1952 Se aísla un bacilo Gram negativo a partir de carneros McFarlane y col., 1952 

afectados de epididimitis 
1953 Se describe un microorganismo semejante en Australia y Simmons and Hall, 1953; 

Nueva zelanda Buddle v Boyes, 1953. 
1953 El microorganismo se considera una mutante de B. Buddle y Boyes, 1953. 

melitensis 
1955 Se denomina Bruce/la ovis porque contiene antígenos Buddle, 1955 

comunes con cepas rugosas de B. abortus y B. 
melitensis, sin poseer antígenos A y M. Este mismo 
autor propuso la denominación alternativa de "B. brucei 
var. ovis austra/asiae". 

1956 Se incluye dentro del género Neisseria o dentro de Meyer and Cameron, 1956; 
Haemophilus, debido a la existencia de ciertas Kennedy y col., 1956 
propiedades comunes. 

1962 El subcomité de Taxonomía del genero Bruce/la de la Jones, 1967 
y ASM, rehusó admitir este microorganismo como 

1966 Bruce/la. 
1967 Con base en las relaciones antigénicas de B. ovis con B. Díaz y col., 1967 

melitensis, se recomienda su inclusión en el genero 
Bruce/la. 

1968 Debido al análisis de los ácidos nucleicos se propone Hover y McCullough, 1968. 
que B. ovis pertenece al genero Bruce/la. 

1974 Se describe por primera vez en México la presencia de Suárez y col., 197 4 
anticuerpos contra Bruce/la ovis. 

1976 Es aceptada la inclusión de Bruce/la ovis dentro del Alton y col., 1976. 
genero Bruce/la por el Subcomité de Taxonomía 

1979 Se realiza el primer aislamiento de Bruce/la ovis en Pérez y col., 1979. 
México a partir de sementales Suffolk importados de 
USA. 

1983 La epididimitis se describe en numerosos países. Blasco, 1983. 
1997 Se considera importante la presencia de la enfermedad Núñez y col., 1997. 

en México, al reportarse el 2.4 % de reactores positivos 
en sementales jóvenes 

Aspectos generales de B. ovis. 

Es bien conocido que B. ovis crece adecuadamente en el medio Thayer 

- Martin (Thayer y Martin, 1964), modificado mediante la adición de diversos 

antimicrobianos: Nitrofurantoina, Vancomicina, Colistina y Nistatina (Alton y 

col., 1976; Brown y col., 1971 ); agregados a la base de agar sangre ó agar 

soya tripticaseína enriquecida con un 5 a 10% de suero animal (Sanchis y 
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Giaufret, 1975; De Long y col., 1979). El primoaislamiento debe hacerse a 37ºC 

en una estufa con 1 O a 20 % de C02 o bien carecer de éste si se trata de cepas 

previamente acondicionadas (ejemplo: RE0198). En el primoaisalrniento las 

colonias pueden aparecer aproximadamente entre los cuatro y siete días. Estas 

son grisáceas y circulares, con bordes enteros y regulares, convexas y de 

superficie brillante; el centro es· opaco y la periferia translúcida y 

morfológicamente es prácticamente imposible distinguirlas de las colonias de 

otras especies lisas del género Bruce/la (Alton y col., 1976). 

B. ovis es catalasa positiva y oxidasa negativos. No produce H2S, ni 

hidroliza la urea. Requiere C02 para crecer. Su crecimiento es inhibido por el 

violeta de metilo, pero se multiplica en presencia de fucsina y tionina y no 

reduce los nitratos a nitritos. Oxida los aminoácidos L y D-alanina, L

asparagina, L-ácido glutámico, D y L-serina y el adonitol. No oxida la L

arabinosa, O-galactosa, O-glucosa, D-ribosa, mesoeritritol, D-xilosa, L-arginina, 

D y L-citrulina, D y L-ornitina y L-lisina. Los cultivos no son lisados por los fagos 

Tb, WB, M-51-5708, Fz, Bk, MC-75, D y R. Sin embargo, Los fagos R/O - R/C 

son líticos para B. ovis. Es sensible "in vitro" a la penicilina, estreptomicina y 

tetraciclina (Corbel y Brinley-Morgan, 1975; Alton y col., 1976). 

El Cuadro 2 resume las propiedades bioquímicas entre los principales 

microorganismos asociados con la epididimitis ovina. 
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CUADRO 2. Propiedades Bioquímicas de los principales microorganismos asociados con 

epididimitis ovina. (Bergey, 1984) 

Característica Actinobaci/lus Histophilus 
Brucella ovis 

Bioquímica seminis o vis 

Cata lasa + -/+ -
Motilidad - - -
Hemólisis - -/+ -
Nitratos - - + 

Oxidasa - - + 

lndol - - -1+ 

Urea - - -
Rojo de Metilo - - -

Voges - Proskauer - - -
Arabinosa - - -
Ramnnosa - - -

Xilosa - - + 

Glucosa - - + 

Fructosa - - + 

Galactosa - - -
Suerosa - - -
Lactosa - - -
Trealosa - - -
Glicerol - - -
Dulcitol - - -
Manitol - - -/+ 

Sorbitol - - -1+ 

Gelatina - - -
Maltosa - - + 

Gram - - -
Ziehl - Neelsen - - -
Ziehl - Neelsen Cocobacilos de Cocobacilos de 

-
Modificado (Stamp) color azul color rojo 
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Composición antigénica de Bruce/la: 

Bruce/la es una bacteria gram negativa, por lo que su envoltura celular 

contiene membrana interna (IMP) y membrana externa (OMP) y un espacio 

periplásmico que contiene al péptidoglicano (Dubray, 1976). 

Lipopolisacárido (LPS). 

En aquellas bacterias gram negativas qu.e carecen de cápsula, el antígeno 

inmunodominante de la superficie celular es el lipopolisacárido (LPS). El LPS 

consta de una parte glucolipídica (lípido A) inserta en la membrana externa y 

por tanto no expuesta en la superficie y otra polisacárida dirigida hacia el 

exterior que se acostumbra dividir en dos secciones: el núcleo, más interno, y 

la cadena O (Lugtemberg y Van Alphen, 1983). El tamaño de la porción 

polisacárida es variable en la mayoría de las bacterias es máximo en los 

aislamientos primarios (formas salvajes o cepas lisas) pero puede reducirse 

parcial o completamente, generando mutantes rugosas (R). En Bruce/la la 

situación es algo más compleja, pues este género incluye especies 

permanentemente rugosas (B. ovis, B. canis) junto con especies lisas (S) (B. 

melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae) y con las mutantes R derivadas de 

estas últimas (Corbel y Brinley-Morgan, 1984). 

El análisis químico del LPS de las mutantes R de las especies lisas de 

Bruce/la, sugiere una estructura del núcleo con 2-ceto, 3-deoxi-octulosonato 

(KDO), glucosa, galactosa y quinovosamina como componentes principales 

(Moreno y col. 1984). La mayor parte de esta estructura parece ser común a las 

especies estudiadas, con la salvedad de B. ovis. La cadena O es un 

homopolímero de N-formil-perosamina (Bundle y col., 1987; Caroff y col. 1984; 
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L'vov y col. 1985; Moreno y col., 1987; Wu y Mackenzie, 1987) que lleva los 

antígenos A y M descritos por Wilson y Miles (Diaz y col., 1968b). 

La falta de reacción cruzada entre la cadena O de las brucelas lisas y el 

LPS de B. ovis demuestra que este último carece de N-formil-perosamina. Sin 

embargo, los LPS-R de los mutantes R y el de B. ovis no son idénticos, pues 

existen diferencias cuantitativas en los azúcares, y el análisis por precipitación 

en gel muestra sólo identidad parcial (Diaz y Bosseray, 1974) lo que demuestra 

que, entre los LPS-S de las especies lisas y el LPS de B. ovis, sólo son comu

nes parte de los determinantes antigénicos del núcleo-lípido A. Aún a pesar de 

compartir parcialmente componentes, no se observa normalmente una reacción 

cruzada, cuando se emplean células completas, pues la cadena O cubre el 

núcleo en la superficie de las células lisas y la inestabilidad de las 

suspensiones celulares R dificulta su empleo en muchas pruebas serológicas. 

Cuando se usan LPS-R y LPS-S purificados y resuspendidos en soluciones 

acuosas tampoco se observa normalmente la reacción cruzada. La razón es 

que los LPS-S se agregan formando micelas con las cadenas O hacia el 

exterior tapando los determinantes internos (Shands, 1971) y los LPS-R, por 

ser muy hidrófobos, no forman micelas o suspensiones estables una vez 

purificados. Un cierto grado de reacción cruzada es detectable con sueros de 

animales infectados por B. melitensis en el ELISA cuando se emplea LPS-R, o 

extractos enriquecidos de éste (Lamb y col., 1979; Riezu-Boj y col. 1986). 

El lípido A de Bruce/la es químicamente diferente del de las gram negativas 

clásicas y está formado por un disacárido de diaminoglucosa sustituido con í3-

hidroxiácido y otros ácidos grasos de cadena larga. A esta composición 

diferente se debe el que algunas de las actividades características de los LPS 
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; 
relacionadas con la endotoxicidad, como la pirogenicidad, sean diferentes en 

Bruce/la, lo que podría tener implicación en la patogénesis (Moreno y Morrión, 

2001). 

Proteínas de Membrana externa. 

Mediante diversas técnicas se pueden detectar en la membrana externa de 

Bruce/la hasta 22 proteínas, de entre las cuales tres grupos, llamados 1, 2 y 3, 

son dominantes (Gamazo y col., 1989; Moriyon y Berman, 1982). De entre 

ellos, el grupo 3 ha sido estudiado en más detalle. Se sabe que están 

expuestas en la superficie de los mutantes R y de B. ovis (Riezu-Boj y col., 

1990; Cloeckaert y col. 1990) y que inducen una respuesta inmune humoral 

importante en las infecciones por B. ovis (Riezu-Boj y col., 1986 y 1990). 

Los estudios sobre las moléculas de superficie que componen la envoltura 

de Bruce/la han conducido a la caracterización de dos fracciones 

inmunogénicas que inducen actividad protectora: la fracción de pared celular 

insoluble al SDS (SDS-1) y el extracto salino caliente (HS). 

De esta manera, las proteínas mayores de la membrana externa (Omp) de 

Bruce/la fueron inicialmente identificadas en 1980 y 1981 (Dubray y Bézard, 

1980; Dubray, 1981). Se demostró que la fracción de SDS-1 resultaba 

protectora en el modelo ratón (Dubray y Bézard, 1980; Dubray, 1981; Dubray y 

Charriaut, 1983). La fracción SDS-1 de B. abortus mostró estar constituida 

principalmente de dos grupos mayores de Omp, de una masa aproximada de 

25-27 y 36-38 kDa, respectivamente, encontrándose una asociación estrecha 

con el peptidoglicano (PG) (Dubray y Bézard, 1980; Dubray, 1981; Dubray y 

Charriaut, 1983; Dubray, 1987; Sowa y col., 1991). Esta fuerte asociación, 
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probablemente covalente, ha resultado esencial para entender la diversidad 

que llega a existir en las masas moleculares de las diferentes Omp reportadas 

(Clockaert y col., 1992). Estas dos Omp anteriormente mencionadas, también 

fueron identificadas por Vestrate y col (1982) y las designó como proteínas del 

grupo 2 (36 - 38 kDa) y grupo 3 (25 - 27 kDa). Las proteínas del grupo 2 

fueron identificadas posteriormente como porinas (Douglas y col., 1984). La 

fracción de SDS-1 de B. melitensis contiene otro grupo mayor de Omp, de 31 -

34 kDa, asociado fuertemente al PG (Clockaert y col., 1992c, Clockaert y col., 

1995ª; Dubray, 1981 ). Por lo tanto la fracción SDS-1 estaba constituida de 

Omps y PG, y se creyó que la protección que esta confería en el modelo ratón, 

se debía a la presencia de las Omps (Dubray y Bézard, 1980; Dubray, 1981; 

Dubray, 1987). Sin embargo, la fracción SDS-1 de cepas rugosas (R) de B. 

abortus y B. melitensis fueron incapaces de proveer protección en el modelo 

ratón contra el desafío de cepas virulentas lisas (S) de B. abortus o B. 

melitensis. (Dubray, 1981; Clockaert y col., 1995). Estas observaci<?nes 

provocaron dudas acerca del papel de las Omps en la protección y también, sí 

el SDS-1 contaminado con LPS-S (< 1 %) podría no ser el mayor antígeno 

involucrado en la protección. A pesar de que el menor componente de la 

fracción SDS-1 es el LPS-S se ha demostrado que por si solo es altamente 

inmunogénico y que en la fracción SDS-1, produce un mayor titulo de 

anticuerpos en el ratón, que cuando se emplea solo (Clockaert y col., 1995). En 

el SDS-1 digerido con pepsina, en donde las Omps fueron también digeridas, se 

probó que proporcionan mejor protección que la fracción de SDS-1 sin digerir 

(Clockaert y col., 1995). Estos datos llevan a concluir que las Omps, tienen 

poco o ningún papel en la protección contra la infección de Bruce/la de tipo lisa 
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en el modelo murino y el LPS-S juega un papel importante en la protección, 

demostrado por experimentos de inmunización pasiva con anticuerpos 

monoclonales anti-LPS-S (Cloeckaert y col., 1992ª, Clockaert y col., 1995ª, 

Elzer y col., 1994, Limer y col., 1989, Montaraz y col., 1986, Philips y col., 1989, 

Vizcaíno y Fernández, 1994; Winter y col., 1989). 

Se ha demostrado mediante anticuerpos monoclonales (MAbs), ELISA, 

microscopía electrónica y citometría de flujo, que las Omp están expuestas en 

la superficie de la bacteria (Bowden y col., 1995 a,b; Cloeckaert y col., 1990; 

Cloeckaert y col., 1991). Sin embargo, estas proteínas son menos accesibles 

en el caso de las brucelas S en comparación con las R, lo cual es posiblemente 

debido a lo largo de la cadena O de los LPS-S de la superficie de las cepas de 

Bruce/la S. Esto comprueba el porqué los MAbs de las mayores Omps en el 

modelo murino resultaron pobremente o no protectores contra los desafíos de 

cepas S de Bruce/la en el modelo murino (Montaraz y col., 1986; Jacques y col, 

1992; Cloeckaert y col., 1991 ). 

Finalmente, el empleo de Omps recombinantes purificadas o de la 

expresión en E.coli de los respectivos genes inmunogénicos, confirmó la poca 

importancia de las Omps mayores en la protección conferida en contra de la 

infección por cepas S de Bruce/la, empleando el modelo murino (Bowde, 1994; 

Bowden y col., 1998; Guilloteau y col., 1999). Además, se ha observado que 

las Omps mayores inducen una baja y heterogénea respuesta de anticuerpos, 

por lo que resultan pobres inmunógenos en el ganado infectado por B. abortus 

(Cloeckaert y col., 1992b) o en los borregos infectados con B. melitensis 

(Zygmunt y col., 1994). Las Omps mayores por lo tanto no son candidatos 
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interesantes para el serodiagnóstico de la brucelosis causada por cepas S de 

Bruce/la (Cloeckaert y col., 2002). 

La situación resulta diferente para B. ovis la cual es una cepa normalmente 

rugosa que carece de la cadena O de sus LPS, por lo que Omps mayores y 

otras se encuentran fácilmente accesibles a los anticuerpos (Bowden y col., 

1995). El extracto "hot saline" (HS) de B. ovis se ha encontrado que es 

protector contra el desafío de B. ovis en el ratón (Jiménez de Bagués y col., 

1994) y en los carneros (Blasco y col., 1993). El HS esta compuesto por LPS-R 

y Omps, principalmente del grupo 3 (Gamazo y col., 1989). Empleando MAbs, 

todas las Omps de Bruce/la (Cloeckaert y col., 1990) han sido encontradas en 

el extracto HS (Bowden y col., 2000). La demostración de que el extracto HS 

carente de LPS-R conservaba su actividad protectora en el ratón resaltó la 

contribución de las Omps en la inmunidad protectora (Jiménez de Bagues y col., 

1994); sin embargo, en el carnero, no resultó así (Blasco y col., 1993), lo que 

han requerido de mayores investigaciones. Además, los MAbs contra las 

Omp, s ha resultado ser altamente protectores en el ratón contra B. o vis 

(Bowden y col., 1995; Bowden y col., 2000). De manera particular, el MAb 

especifico de la Omp de 31-34 kDa ha conferido un nivel muy alto de 

protección contra B. ovis en el modelo murino, lo que hace ser a esta Omp un 

promisorio candidato de vacuna subcelular contra la epididimitis (Bowden y col., 

2000). Esta proteína también ha mostrado ser inmunodominante en respuestas 

serológicas de carneros infectados con B. ovis (Kittelberger y col., 1995; 

Kittelberger y col., 1998). Experimentos recientes empleando Omps del grupo 3 

recombinantes de B. melitensis y B. ovis producidas en E. coli, conducen a una 

actividad protectora contra el desafío de B. ovis; además, se encontró que la 
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inmunidad puede ser transferida mediante el suero inmune de estos 

. experimentos, lo que da el soporte de la actividad de los anticuerpos contra 

epítopes de las Omps en la infecciones por brucelas de tipo R (Cloeckaert y 

col., 2002). 

Patogénesis de Bruce/la. 

A pesar de que la definición clásica de la especies de Bruce/la las describe 

como parásitos intracelulares facultativos, esta definición no hace honor a su 

verdadera naturaleza, la cual es mejor entendida si se les refiriese como 

extracelulares aunque realmente son intracelulares facultativos. Se sabe que el 

nicho preferido de Bruce/la es el medio ambiente intracelular de la célula 

hospedero, dicho ambiente resulta un desafío para este microorganismo, ya 

que se tiene que adaptar al difícil ambiente que representan las condiciones de 

resistencia que genera al activar el sistema inmune del hospedero, dentro del 

cual se incluye la activación de los macrófagos. Este medio ambiente contiene 

gran cantidad de sustancias de replicación, que permiten la expansión 

bacteriana y la subsiguiente transmisión a nuevas células hospederas, 

frecuentemente esto último ocurre a través del feto abortado quien esta 

fuertemente infectado en las Brucelas lisas (Gorvel y Moreno, 2002; Kohler y 

col., 2003). 

En contraste con otras bacterias patógenas, factores clásicos de virulencia, 

como son: exotoxinas, citolisinas, exoenzimas incluyendo exoproteasas, 

cápsulas, fimbrias, flagelos, plásmidos, fagos lisogénicos, formas de 

resistencia, variación antigénica o inductores apoptóticos, no han sido 

reportados en el caso de Bruce/la (Moreno y Moriyón, 2001; Letesson y col, 
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2002), quedando como el único factor de virulencia el antígeno O del LPS 

(Ficht, 2003). Recientes publicaciones de la secuencia genómica de Bruce/la 

verifican la ausencia de los factores clásicos de virulencia, además de la 

carencia de islas de virulencia o patogenicidad, encontradas en otros 

microorganismos (DelVechio y col., 2002; Paulsen, 2002). Una excepción a lo 

anterior puede ser el sistema de secreción tipo IV, el cual ha resultado 

importante para la sobrevivencia en el modelo ratón y macrófagos (Comerci y 

col., 2001; Foulongne y col., 2000). El locus que codifica la mayoría de las 

funciones requeridas para la biosíntesis del antígeno O, representa un segundo 

ejemplo de genes de virulencia adquirida (Godfroid y col, 2000). 

Los verdaderos elementos de virulencia de Bruce/la son determinantes 

moleculares que le permiten invadir (Guzman- Verri y col., 2001), sobrevivir 

intracelularmente (Moreno y Moriyón, 2001) y extender su nicho de replicación 

en fagocitos (Gorvel y Moreno, 2002; Letesson y col., 2002). Los eventos 

realizados por Bruce/la durante su biogénesis en la célula, resaltando su unión 

con la membrana del huésped y culminando con su replicación intracelular en 

compartimentos vacuolares, se resumen en la figura 1. 

Una vez que Bruce/la invade las mucosas, la ingieren los fagotitos allí 

presentes. Esto se ha observado en células M, macrófagos y neutrófilos que 

ingieren Bruce/la mediante una fagocitosis tipo cremallera (Ackermann y col., 

1988). La Bruce/la opsonizada es internalizada vía complemento y receptores 

Fe en macrófagos y monocitos, mientras que Bruce/la no opsonizada parece 

penetrar vía receptores de lactina o fibronectina, y otros receptores 

desconocidos (Campbell y col., 1994). Se ha informado, sin embargo, que la 

Bruce/la opsonizada a través de receptores inmunológicos preferencialmente 
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Figura 1 . Modelo esquemático de la invasión y transito intracelular de 8. 
abortus en células epiteliales Hela. Bruce/la se une discretamente a sitios de la 
célula, vía moléculas receptoras (?-R) desconocidos. La bacteria penetra mediante 
una discreta fagocitosis con un moderado reclutamiento de filamentos de actina, 
activación de pequeñas GTPasas (Cdc42, Rae y Rho), un reclutamiento directo de 
Cdc-42 y señales mediadas por segundos mensanjeros (Tyr-K, MAP-K y PIP3-K). La 
bacteria ingerida, inicia su recorrido en compartimentos del fagosoma temprano 
(marcados por Rab-5 y EEA1) el cual puede acidificar (H+) mediante la adquisición el 
trabajo de una bomba de protones (?). En las células HeLa, la mayoría de las células 
ingeridas son conducidas (flechas gruesas) hacia el retículo endoplásmico (sec 113, 
calnexina, riboforina) mediante la ruta autofagocitica (marcada con LAMP1 y sec61 j3), 
mientras que pocas bacterias van directamente (flechas delgadas) a fagolisosomas. 
Algunas mutantes nulas (BvrS/Bvrff) son defectuosas en la penetración (flechas 
cruzadas) y cuando son ingeridas (flechas punteadas) son incapaces de evadir la 
fusión con lisosomas (marcadas con catepsina O, LAMP1 ). Otras mutantes no son 
defectuosas en la penetración pero no pueden evadir la fusión con los lisosomas (cgs· 
), mientras otros transitan de los autofagosomas a fagolisosomas (S19, VirB 2, 4 y 9 
mutantes nulas) o de fagosomas tempranos a la membrana celular (Vir810 no polar, 
flechas gruesas grises). Señales de inhibición de la apoptosis pueden ser liberadas 
del nicho de replicación de Bruce/la. Es notorio que la Bruce/la virulenta no transita a 
través de los endosomas tardíos (marcado con Rab7, M6PR). (Gorvel and Moreno, 
2002). 
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es más propensa a ser destruida que bacterias que invaden macrófagos por 

otros medios (Gross y col., 2000). Es así, que el modo mediante el cual los 

fagocitos internalizan Bruce/la, parece tener que ver con el destino de ésta en 

los compartimentos intracelulares; por el contrario, al parecer esto no ocurre en 

fagocitos donde el modo de entrada no condiciona el tránsito intracelular de la 

Bruce/la ingerida (Gorvel y Moreno, 2002). 

Una vez que Bruce/la se ubica en el interior de la célula huésped debe 

pasar largos procesos de adaptación dentro del curso de su evolución, la 

génesis final dentro del nicho es compleja y necesita de la sincronización de 

varias funciones. Las cinéticas de multiplicación de Bruce/la dentro del huésped 

natural (el macrófago) reflejan la complejidad de dichos eventos, observándose 

diferentes curvas de replicación dependientes del tipo de cepa empleada (por 

ejemplo: rugosa, lisa, atenuada, etc.) (KOhler y col., 2003). Se ha mencionado 

que son diferentes las condiciones que determinan el tiempo en que Bruce/la 

construye su nicho de replicación, se basa en lo observado en el caso de 

Bruce/la suis donde se requiere de un pH ácido en la vacuola y la activación de 

genes de virulencia, operón virB, el cual es reconocido como el mayor factor de 

virulencia de las brucelas (O'Callaghan, 1999). 

Durante las primeras horas de infección, necesarias para inducir virB y 

probablemente otros genes, Bruce/la resulta aún sensible a la actividad 

bactericida de los macrófagos. Se ha visto que el decremento en la viabilidad 

posinfección, resulta mayor cuando la bacteria carece de la cadena O (cepas 

rugosas), y se cree que esta mayor sensibilidad de las cepas rugosas se debe 

a la fragilidad de su membrana. Sin embargo, diferentes observaciones de 

fusiones tempranas de compartimentos de mutantes rugosas con lisosomas, 
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Figura 2 . Comparación de la respuesta y trafico intracelular de cepas 
lisas y rugosas de Bruce/la spp. Los eventos claves como la participación de 
cúmulos (balsas) de lípidos en la bacteria y la expresión temprana de virB, 
pueden ser para una infección exitosa de la célula huésped y alcanzar el nicho 
final de replicación - el "brucelosoma" - por parte de la cepa nativa y las 
mutantes atenuadas capaces de sobrevivir intracelularmente sin multiplicarse. 
Las vacuolas que contienen bacterias muertas por calor toman la vía de fusión 
en balsas de lípidos con lisosomas que se confirma por la ausencia de virB. En 
contraste, las balsas de lípidos no están involucrados en las fagocitosis de 
cepas rugosas y sus vacuolas rapidamente entran a la vía clásica del 
endosoma. Solo algunas bacterias escapan exitosamente debido a una rápida 
expresión de virB. (Kóhler et al., 2003). 
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sugieren una interpretación radicalmente diferente (Porte, 2003); en donde la 

cadena O esta involucrada en evitar los pasos tempranos de la vía del 

endosoma, con lo que se retarda una rápida muerte del patógeno. En los casos 

de B. suis y B. abortus, se ha visto que la fagocitosis involucra cúmulos de 

membrana ricos en colesterol, las vesículas formadas con estos cúmulos, se 

cree que retardan la interacción con la bien conocida vía del endosoma

lisosoma (Duncan, 2002), sugiriéndose que Bruce/la usa una vía alternativa 

para entrar al macrófago y prevenir las rápidas interacciones con las vesículas 

que contienen agentes letales, como son las enzimas líticas o péptidos 

antimicrobianos. Esta ruta es asociada con fenotipos lisos debido a: 1) las 

cepas rugosas (naturales o mutantes) no necesitan cúmulos (balsas) ricas en 

colesterol para penetrar dentro de la célula y 2) la mayoría de fagosomas 

contienen cepas rugosas fusionadas con lisosomas en un lapso de 1 hora 

postinfección. Se cree que algunas cepas rugosas pueden escapar antes de 

que se de la unión fagosoma-lisosoma, a un nicho seguro donde puedan 

replicarse, por lo que se han observado varios grados de replicación 

intracelular. Lo que ha llevado a proponer un nuevo término que describe la 

vacuola donde crece Bruce/la, denominado "brucelosoma", en él la bacteria 

elude las armas encontradas en el fagosoma genuino y sintetiza todos los 

metabolitos necesarios para su sobrevivencia, usando respiración aerobia y 

microaerofílica. Los diferentes caminos propuestos que llevan cepas rugosas y 

lisas de Bruce/la son resumidos en la figura 2 (KOhler y col., 2003). 

Se ha demostrado que las cepas rugosas atacan en mayor número a las 

células que las cepas lisas de Bruce/la; sin embargo, las bacterias rugosas son 
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menos eficientes en la invasión. Este fenómeno sugiere que el polisacárido O y 

el hapteno nativo (NH), juegan un papel importante en la invasión de células 

por parte de Bruce/la. Al menos en el caso de Bruce/la opsonizada con 

anticuerpos, estas dos moléculas (polisacárido O y NH) juegan un papel 

importante ya que son los principales determinantes para la unión de los 

anticuerpos (Gorvel y Moreno, 2002). 

Uno de los hallazgos más interesantes acerca del parasitismo de Bruce/la, 

es que esta bacteria es capaz de replicarse extensivamente dentro de la célula 

sin restringir sus funciones básicas o inducir un daño obvio en ésta. Una gran 

cantidad de bacterias dentro del retículo endoplásmico causaría constricción 

del núcleo celular, sin embargo, dicha invasión nunca se logra. Los procesos 

cruciales del ciclo celular como la síntesis de ADN, la condensación de 

cromosomas, la mitosis, la cariocinesis y la citocinesis no son inhibidas. Se ha 

visto que la síntesis de novo de proteínas no se requiere durante el parasitismo 

intracelular (Detilleux y col., 1991 ). 

Bruce/la es capaz de inhibir la muerte celular en macrófagos profesionales 

y no profesionales, este fenómeno no se restringe a la célula infectada sino 

también se ha visto en las células vecinas, de donde se propone la existencia 

de una sustancia que libera Bruce/la, que permite la sobrevivencia y 

proliferación celular para su propio beneficio (Gorvel y Moreno, 2002). 

Recientemente se ha descubierto la presencia de genes que 

presuntamente codifican la producción de hemolisinas y sus correspondientes 

proteínas de secreción (DelVecchio y col, 2002). Las hemolisinas de Legionella 

forman poros y desintegran la vacuola y la membrana celular después de que 

su replicación intracelular termina (Abu-Kwaik, 2001 ), se sugiere que dicho 

21 



fenómeno también ocurre en el caso de Bruce/la. En el caso de infección de 

fagocitos y trofoblastos corioalantoideos, la extensa replicación bacteriana 

eventualmente genera necrosis después de que la célula libera a la bacteria, 

ocasionándose un proceso inflamatorio. Un proceso similar se observa en los 

tejidos fetales masivamente infectados, y se sugiere que la necrosis es el 

destino final de la célula infectada. 

Después que la bacteria es liberada, la infección a otras células prosigue. 

En contraste, con patógenos como Listeria o Shigel/a, la Bruce/la no infecta a 

las células por diseminación intracelular de célula a célula (Gorvel y Moreno, 

2002). 

Durante la infección por Bruce/la, varias citocinas como IFN-y, TNFa, IL-2, 

IL-10, e IL-12 controlan el crecimiento intracelular de cepas de Bruce/la dentro 

de los macrófagos, mientras que IL-1ª, IL-4, IL-6 y GM-CSF no presentan 

efectos claros (Golding y col., 2001 ). Entre las diferentes citocinas, el IFN-y es 

e.I más relevante para generar macrófagos con una fuerte actividad para matar 

intracelularmente a Bruce/la. Posteriormente, IL-2, IL-10 e IL-12, todas ellas 

influencian la respuesta celular adquirida y específicamente contribuyen a 

controlar la multiplicación de Bruce/la, al parecer trabajando vía el camino 

dependiente de IFN-y (Murphy y col., 2001 ). 

El papel del factor de necrosis tumoral (TNFa) en el control de la 

replicación intracelular de Bruce/la es evasivo. En contraste a lo que se ha 

observado en macrófagos murinos, cepas de Bruce/la no inducen TNFa en 

macrófagos humanos y la Bruce/la viva es capaz de inhibir la producción de 

citocinas. Sin embargo, los macrófagos humanos pretratados con 

TNFa exógeno inhiben significativamente la proporción en la replicación 
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intracelular de Bruce/la. El TNFa no es esencial para la adquisición de la 

resistencia celular, pero probablemente activa directamente células efectoras 

que limitan la multiplicación intracelular de Bruce/la (Ottones y col., 2000; Zhan 

y col., 1996). 

Respuesta inmune. 

Los linfocitos T se diferencian en dos subclases, Th1 y Th2. Los Th1 

principalmente secretan IL-2, IFN-y y TNF-~, los cuales participan en la 

inmunidad celular, mientras que los Th2 secretan IL-4, IL-5 e IL-10, los que 

promueven una respuesta inmune humoral. Además, existen otras citocinas 

producidas por ambas subclases de Th. Se ha reportado que células vivas de 

Bruce/la abortus inducen la producción de IFN-y, sin embargo, células muertas 

o fracciones subcelulares inducen a IL-4 (Zhan y col., 1995 a). La respuesta 

inmune de B. abortus depende de la activación de macrófagos mediada por 

células T antígeno-especificas (Oliveira y col., 1998). 

La respuesta inmune celular es crucial para la defensa del huésped contra 

bacterias intracelulares como Usteria monocytogenes, Mycobacterium 

tuberculosis y Bruce/la abortus. Ha significado un paradigma el explicar como la 

bacteria induce la respuesta inmune celular en el huésped (Cheers, 1997). 

Existen pocos estudios relacionados con la respuesta inmune celular en ovinos 

y ratones inducida por Bruce/la ovis (Murillo y col., 2001). 

B. ovis no es tan virulenta como otras especies del género, pero resiste a la 

acción de las células del sistema reticuloendotelial y, aunque las 

manifestaciones de la infección sean principalmente genitales, puede ser 

aislada del bazo y otros tejidos, en ocasiones sin lesión aparente (Jubb y 
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Kennedy, 1974). B. ovis parece poseer un tropismo por los órganos del 

aparato genital, útero en la hembra y epidídimo y glándulas genitales anexas, 

especialmente vesículas seminales, en el carnero. Otros órganos glandulares 

no están afectados, o lo están solamente de forma transitoria (Biberstein y col., 

1964). En las ovejas, el desarrollo de la infección uterina cuando llega a 

presentarse es de curso lento (McGowan y Schultz, 1956). 

Diagnóstico de B. ovis 

a) Clínico: 

La inspección y la palpación del contenido escrotal es utilizada para 

identificar a los carneros infértiles (Hughes y Claxton, 1968). Sin embargo, no 

tiene valor definitivo para el diagnóstico de la infección por B. ovis debido a que 

existen animales infectados que no presentan manifestaciones clínicas 

(Hughes y Claxton, 1968; McGowan, 1979; Murray, 1969; Watt, 1972; Webb y 

col., 1980), ya que una epididimitis puede aparecer como resultado de un 

traumatismo, o de otras causas infecciosas. 

A partir de carneros con lesiones testiculares y epididimales se han 

identificado o aislado: Cisticercus tenuicolis (Shorteridgte, 1962), Histophilus 

ovis (Claxton y Everet, 1966), Actinobacillus seminis (Baynes y Simmons, 1960 

y 1968; Bruere y col., 1977; Hardefelt, 1977; Livingston y Hardy, 1964; 

Simmons y col., 1966; Van Tonder, 1973; Worthington y Bosman, 1968), 

Actinobacillus lignieresi (Hughes y Claxton, 1968), Actinobacil/us acti

nomycetemcomitans (Delong y col., 1979), Pasteurella spp. (Edkall y col., 1968; 

Jamieson y Soltys, 1947; Jansen, 1980a; Zamora y col., 1971), Bacteroides 

(Edkall y cole, 1968), Corynebacterium pseudotubercu/osis (Delong y col., 
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1979; Zamora y col., 1977), Yersinia pseudotuberculosis (Zamora y col., 1977), 

B. abortus y B. melitensis (Edkall y col., 1968; Jubb y Kennedy, 1974; 

Kulshreshtha y Kalra, 1978) Corynebacterium pyogenes (Delong y col., 1979; 

Zamora y col., 1977), Chlamydia (Euxter y col., 1970; Rodolakis y Bernardt, 

1977; Storz y col., 1976), Escherichia coli (Burgess y McDonald, 1981 ), 

Staphylococcus spp. (Delong y col., 1979; Jansen, 1980a; Zamora y col., 1971 

y 1977), Streptococcus spp. (Bogdan, 1960) y Pseudomonas spp. (Zamora y 

col., 1971 ). La gran variedad de microorganismos que pueden estar 

involucrados, hace necesario el recurrir a diferentes pruebas bacteriológicas y 

serológicas para establecer un diagnóstico diferencial preciso. 

b) Serológico 

El diagnóstico serológico se basa en la demostración de anticuerpos frente 

a antígenos de B. ovis. Para ello, se han aplicado una gran variedad de 

pruebas serológicas, bien con células completas o con extractos antigénicos, 

como son: aglutinación en tubo (Buddle, 1956; Diaz y col., 1967), 

hemaglutinación indirecta (Diaz y col., 1967; RIS, 1964), inhibición de la 

hemaglutinación (Verstreate y col., 1982), inmunofluorescencia indirecta (Cox y 

col., 1977), doble difusión en gel (Cox y col., 1977; Diaz y Bosseray, 1973; 

Jones y col., 1975; Myers y Siniuk, 1970; Myers, 1973; Núñez y col., 1998), 

contraimmunoelectroforesis (Myers y Varela-Díaz, 1979), fijación del 

complemento (Biberstein y McGowan, 1958; Clapp, 1955; Cox y col., 1977; 

Jones y col., 1975; McDiarmid, 1978; O'Hara y Weddel, 1979; Ris, 1974; 

Sanchis y Giaufret, 1976; Webb y col., 1980; Weddel, 1974; Suarez y col., 

1974) y ELISA ("Enzime-linked immunosorbent assay") (Afzal y col., 1984; 
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Marín y col., 1989; Chin, 1983; Dolley y col, 1982; Rahaley y col., 1981; Riezu 

y col., 1986; Ris y col., 1984; Spencer y Burgess, 1984; Walker y col., 1985; 

Worthington y col., 1984 y 1985). 

Las pruebas serológicas actuales para la determinación de anticuerpos de 

B. ovis son la prueba de inmunodifusión doble en gel (IDG), la prueba de 

fijación de complemento (FC) y varios tipos de pruebas inmunoenzimáticas 

indirectas (IELISA) (Salas y col., 2001). 

Myers y Siniuk (1970) fueron los primeros que aplicaron el IDG al 

diagnóstico de la infección por B. ovis utilizando como antígeno un extracto 

salino tipo HS. Estos autores encontraron que los sueros de los animales 

infectados producían una línea de precipitación característica, cuya presencia o 

ausencia se correlacionaba con los resultados de la FC. Los márgenes de 

sensibilidad de la IDG van de 54.2 a 100%, esta variación depende de cómo 

se prepara el antígeno y el agar (Worthington y col., 1984; Worthington y col., 

1985; M~rin y col., 1989; Robles, 1998; Cerri y col., 2000). Sin embargo, la 

especificidad permanece en 100% no importando el método de preparación del 

antígeno o del agar. Las desventajas de la IDG incluyen la baja capacidad de 

correr muchas muestras, la duración de la prueba y su trabajo intenso en la 

realización, hacen que esta prueba sea difícil de emplear en programas de 

erradicación, inspección y brotes de la enfermedad (Salas y col., 2001). 

La prueba de FC tiene una buena sensibilidad y especificidad (Cuadro 3); 

sin embargo, las desventajas incluyen, resultados anticomplementarios 

(Searson, 1982; Marin y col., 1989), sueros hemolisados (Worthingthon y col., 

1984; Marin y col., 1989), inactivación del suero (Marin y col., 1989), falsos 

positivos (Webb y col., 1980; West y Bruere, 1979; Worthingthon y col., 1984; 
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Searson, 1982; Lee y col., 1985) y falsos negativos (Afzal y col., 1984; Cox y 

col., 1977; Hardefeldt, 1977; Hugues y Claxton, 1968; Rahaley y col., 1983; 

Spencer y Burgess, 1984; Webb y col., 1980; Worthingthon y col., 1984 y 1985; 

Burgess y Norris, 1982; Searson, 1982; Lee y col., 1985). Más del 25% de los 

falsos negativos de la FC dependen posiblemente del método empleado 

(Searson, 1982). 

Cuadro 3. Diferentes especificidades y sensibilidades en la prueba de FC 
reportados para S. ovis. 

Especificidad(%) Sensibilidad (%) Referencias 

100 (n = 44)0 98.68 (n = 75 t Cerri et al., 2000 

96.0 (n =175)º 97.5 (n = 79 )e Cho and Niito, 1987 

100 (n = 83) D 92.7 (n = 83 )e Marin et al., 1989 

99.69 ± 0.42 (n =675) D 88.89 ± 11.85 (n = 28)c Vigliocco et al., 1997 

Cameros infectados con B. ovisª; Cameros libres de Brucella b; Cameros con aislamiento positivo de B.ovis º. 

La prueba de ELISA también se ha utilizado sobre placas de poliestireno y 

con conjugados anti-lgG ovina con peroxidasa (Afzal y col., 1984; Marín y col. 

1989; Rahaley y col., 1983; Riezu-Boj y col., 1986; Ris y col., 1984; Spencer y 

Burgess, 1984; Walker y col., 1985; Worthington y col., 1984 y 1985) o 

fosfatasa alcalina-proteína A (Chin, 1983). Como antígenos, se han empleado 

suspensiones celulares completas, extractos tipo HS, o extractos obtenidos con 

detergentes a partir de envolturas celulares. La generalidad de los autores 

coinciden en señalar la alta sensibilidad de la técnica. Sin embargo, en un 

estudio comparativo realizado con un antígeno tipo HS en las mismas pruebas, 

el ELISA no fue claramente superior al IDG o a la FC (Marín y col. 1989). Por 

otra parte, se ha encontrado que los sueros de los animales negativos dan una 

reacción inespecífica fuerte con el HS en el ELISA y que, con este mismo 

antígeno, los sueros de los animales infectados por B. melitensis muestran una 
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perceptible reacción cruzada (Riezu-Boj y col., 1986), además de observarse 

una reacción cruzada con las Omp de otros microorganismos (Gall y col., 

2003). 

En el caso del ELISA indirecto, es una prueba cuyo desarrollo y lectura se 

logra en el mismo día de iniciada, no es difícil y no presenta problemas con 

sueros hemolizados y resulta menos costosa en comparación con IDG y FC. 

Así también, la IELISA puede ser semiautomatizada o automatizada con la 

finalidad de tener resultados expeditos. Varios ELISAs han sido desarrollados y 

muestran buena especificad y sensibilidad, como se muestra en el cuadro 4. 

Cuadro 4 . Comparación de la especificidad y la sensibilidad en la prueba de ELISA 
para la detección de anticuerpos de 8. avis. 

Especificidad (%) Sensibilidad (%) Referencias 

100 (n = 44t 100 (n = 75 )" Cerri y col., 2000 

99.4 (n =175)0 100 (n = 79)" Cho y Niito, 1987 

84 (n = 39) 0 97 (n = 33) ª Nuñez-Torres y col., 1997 

100 (n =83) 0 97.6 (n = 83)c Mariny col., 1989 

100 (n : 675) D 96.43 (n = 28t Viglioccoy col., 1997 

99.6 (n = 263) 96.3 (n = 206) Gall y col., 2003. 

Cameros infectados experimentalmente con B. ovis "; Cameros libres de B. ovis b; 
Cameros con aislamiento positivo de B.ovis <;de Animales infectados confirmados bacteriológicamente d . 

e) Molecular. 

Reciente se han desarrollado técnicas de biología molecular como 

herramientas de diagnóstico de la brucelosis, tales como la hibridación con 

sondas, el análisis del Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de 

restricción (RFLP) y la Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Ficht y 

col., 1996; Herman y col., 1992; Husseinen, 1993; Leal-Klevezas y col., 1995; 

O'hara y col., 1985; Manterola y col., 2003). 
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INMUNOGENOS CONTRA Bruce/la ovis 

En general, y en particular cuando por su alta incidencia la enfermedad no 

pueda ser erradicada por diagnóstico y sacrificio, habrá que realizar campañas 

de vacunación. 

Los inmunógenos más comúnmente utilizados contra la infección por B. 

ovis han sido las bacterinas (inoculadas solas o asociadas a la cepa 19 viva de 

B. abortus) y la vacuna Rev 1 de B. melitensis. Las bacterinas de B. ovis con 

adyuvante oleoso tienen una eficacia limitada y, además, presentan 

inconvenientes importantes, como el alto costo de la revacunación anual y una 

respuesta serológica residual muy duradera que interfiere con la interpretación 

de las pruebas serológicas (Biberstein y col., 1962; Buddle y col., 1963; 

Claxton, 1968; Swift y Maki, 1968; Haughey y Hugues 1969). La inoculación 

simultánea de la cepa 19 viva de B. abortus y las bacterinas de B. ovis 

incrementan la protección conferida por las bacterinas solas (McGowan y 

Harrold, 1979). Sin embargo, la cepa 19 puede colonizar los órganos 

' 
reproductivos del macho causando epididimitis y ser excretada en el semen 

(Buddle, 1962) y también puede ser responsable de cojeras debidas a epifisitis 

(West y col., 1978). 

La vacuna más eficaz es la cepa B. melitensis Rev 1, una revertante en 

fase lisa de un mutante estreptomicina-dependiente (Elberg y Faunce, 1957). 

Por ser atenuada para la oveja (no para el hombre), ha sido empleada para la 

vacunación contra B. melitensis y B. ovis en ovino. Si se examinan 

bacteriológicamente los órganos genitales y extragenitales de carneros 

vacunados y sometidos a infección experimental conjuntiva!, el nivel de 
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protección se aproxima al 80 % para la dosis estándar de vacuna (Fensterbank 

y col., 1982). La revacunación no mejora el nivel de protección (Gradwell y Van 

Zyll, 1975), y presenta inconvenientes prácticos e induce una respuesta 

serológica duradera frente a antígenos lisos, por lo que no es recomendable 

(Blasco y col., 1987). Aunque se ha descrito que la vacunación de carneros 

adultos no da buenos resultados (Gradwell y Van Zyll, 1975), otros 

investigadores han demostrado que la vacunación de carneros adultos con Rev 

1 confiere un significativo nivel de protección (Marín y col., 1990). 

La vacuna Rev 1 estimula la síntesis de anticuerpos contra los antígenos 

utilizados en el diagnóstico de la infección por brucelas en fase S y, en mucho 

menor grado, con las pruebas de B. ovis empleadas habitualmente (FC y IDG 

con HS). Si se vacuna a los 3-4 meses de edad, en la mayoría de los animales 

la reacción no persiste más de 6 meses (García-Carrillo, 1981; Gradwell y Van 

Zyll, 1975), sin embargo, en algunos carneros pueden persistir títulos en FC 

durante más de un año (Fensterbank y col., 1982). ·Esta interferencia de la 

respuesta post-vacuna! se minimiza si se emplea la vía conjuntiva! (Marín y 

col., 1990), ya que la mayoría de los animales vacunados se hacen 

seronegativos a los 4-6 meses tras la vacunación. 

La protección conferida por diversas vacunas (Bruce/la melitensis Rev.1, 

B. abortus S 19 y B. abortus RB51) contra la epidimitis ovina no ha resultado 

exitosa (Blasco, 1997; Jiménez de Bagües y col., 1995), de allí que exista gran 

preocupación por los investigadores en obtener un inmunógeno que funcione 

en campañas de control y erradicación. El desarrollo de nuevas vacunas que 

no posean los inconvenientes del empleo de las vacunas vivas (por ejemplo: la 

interferencia que se causa en el diagnóstico serológico debido al empleo de 
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vacunas con cepas lisas, y la permanencia residual de la virulencia), ha llevado 

a diversas investigaciones. Los nuevos inmunógenos se han basado en la 

utilización de componentes de fracciones subcelulares, además de la utilización 

de diversos adyuvantes (Murillo y col., 2002). 

Estudios previos han demostrado la protección conferida por el antígeno 

HS de Bruce/la ovis (Riezu-Boj y col., 1986; Gamazo y col., 1989; Riezu-Boj y 

col., 1990) en el modelo murino, ante el desafío de B. ovis. Murillo y col., (2001 

y 2002) reportaron que el antígeno HS encapsulado en micropartículas de poli

E-caprolactona, activa una respuesta de citocinas responsables de la inmunidad 

celular, importante en los microorganismos intracelulares, además señalan la 

importancia del adyuvante en el desarrollo de una respuesta celular o humoral. 

Estudios previos realizados por nuestro grupo (Salas y col., 2003), demostraron 

que empleando diferentes fracciones subcelulares de B. ovis: proteínas de 

membrana externa (Omp), proteínas de membrana interna (lmp) y proteínas 

de citosol (Cit); las que mejor respuesta inmune celular· produjeron in vitro 

fueron las Omp. 
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Justificación 

Bruce/la ovis es el agente causal de la epididimitis contagiosa del 

carnero, una enfermedad infecciosa de distribución mundial que causa un 

decremento en la fertilidad y finalmente esterilidad del carnero con severas 

pérdidas económicas. El empleo de inmunógenos contra B. ovis y el desarrollo 

de nuevas vacunas, ha tomado gran relevancia en cuanto a las campañas de 

erradicación y control de la enfermedad. El empleo de diversos antígenos de 

entre los cuales se encuentran las fracciones subcelulares junto con la 

combinación de adyuvantes adecuados, se pretende encontrar inmunógenos 

que logren una adecuada protección del ganado ovino, sin que existan los 

inconvenientes de las cepas lisas de Bruce/la, empleadas en el pasado como 

inmunógenos. 
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HIPO TESIS 

Alguna de las fracciones subcelulares de . Bruce/la ovis es adecuada para 

emplearse como inmunógeno. 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la respuesta inmune celular de fracciones subcelulares de B. ovis 

en el modelo murino y determinar su posible uso como inmunógeno. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1 . Obtención de fracciones subcelulares de Bruce/la ovis mediante el 

método de Sarcosyl determinando su perfil electroforético en PAGE-SDS y 

el reconocimiento de aquellas que son inmunogénicas mediante la técnica 

de Western Blot. 

2. Determinar in vitro· la fracción subcelular de B. ovis que produzca una 

mejor respuesta inmune celular mediante la determinación de IL-2 e IFN-y. 

3. Determinar in vitro la respuesta humoral mediante la determinación de 

IL-4 

4. Determinar in vivo la DTH producida por las diferentes fracciones 

subcelulares de B. ovis. 

5. Evaluar el nivel de protección conferido en ratones Balb/c inmunizados 

con la fracción subcelular Omp y desafiados con B. ovis. 
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2.- MATERIAL Y METODOS 

Experimento l.- Determinación de la Inmunidad celular inducida 

por fracciones subcelulares de Bruce/la ovis. 

2.1. Cepa: se empleó Bruce/la ovis RE0198, la cual se mantuvo y 

desarrolló para la obtención de membranas en placas de agar Bruce/la 

(DIFCO) durante 48 horas a 37 C. 

2.2. Fracciones subcelulares: La bacterias fueron cosechadas de las 

placas de agar Bruce/la en HEPES 1 O mM para realizársela dos lavados. La 

pastilla finalmente fue suspendida en HEPES 1 O mM conteniendo fenil-metil

sulfonil-fluoruro (PMSF) 0.1 M, p-hidroxi.mercuribenzoato (PHMB) 0.1 M y 

EDTA 2mM. El rompimiento celular se llevó acabo mediante sonicación con 6 

ciclos de un minuto por un minuto de descanso en el Vibra-cell (Sonios), los 

detritus celulares fueron removidos a baja centrifugación de 10,000 X g por 20 

minutos, al sobrenadante se le centrifugó ~ 150,000 X g por 1 hora. El 

sobrenadante contenía las proteínas del Citosol (CP) y en la pastilla 

permanecieron las membranas totales, estas fueron suspendidas en HEPES 

1 OmM con N-lauroilsarcosina de sodio (Sarkosyl; Sigma Chemical) al 1 % y 

sometidas a agitación durante 30 minutos a 37 C, posteriormente se 

centrifugaron a 150, 000 X g por una hora. La pastilla contenía la membrana 

externa y el sobrenadante la membrana interna. (Filip y col., 1973; Morton, 

1996). 

A la membrana externa se le realizó el método de Wessel y Flugge, 

1984, para la recuperación cuantitativa de proteínas diluidas en solución en 

presencia de detergentes y lípidos, el cual brevemente se describe: a 0.1 mi de 

34 



membrana externa y se le adicionó 0.4 mi de metanol, se agitó y centrífugó a 

9,000 X g por 10 segundos para la colección total de la muestra, a ésta se le 

agregó 0.1 mi de cloroformo se agitó y centrifugó; para la separación de las 

fases se adicionó 0.3 mi de agua, se agitó y centrifugó un minuto a 9, 000 g; la 

fase superior se desechó. Se adicionó posteriormente 0.3 mi de metanol a la 

fase clorofórmica inferior y la interfase con las proteínas precipitadas, la 

muestra se agitó y centrifugó. Se removió el sobrenadante y la pastilla se secó 

bajo flujo de aire. La pastilla seca se guardó hasta su uso. Las proteínas de la 

membrana interna y citosol fueron precipitadas con etanol frío (1 :4 v/v), se dejó 

en refrigeración toda la noche, se centrifugó a 1 O, 000 X g y el material 

sedimentado se secó bajo corriente de aire, la pastilla se guardó en 

congelación hasta su uso. La concentración de proteínas fue determinada por 

el método de Bradford (Bradford, 1976). 

2.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida - dodecil sulfato de 

sodio (PAGE-SDS) e lnmunotransferencia. Las fracciones subcelulares 

fueron separadas en PAGE-SDS al 10% (Laemmli, 1970) empleando el aparato 

MiniProtean 11 (Biorad, USA), los geles fueron teñidos con Azul brillante de 

Coomassie R-250. La masa molecular aparente de la proteínas fue 

determinada por comparación con la movilidad relativa de los marcadores de 

pesos moleculares estándares (Weber y Osborn, 1969) Para la 

inmunotransferencia, después de la electroforesis, las proteínas fueron 

transferidas según la técnica descrita por Towbin y col. (1979) a membranas de 

nitrocelulosa de 0,45 µm (Gibco, USA) empleando el Mini Trans-Blot 

Electrophoretic Transfer Cell (Biorad, USA). Para la identificación de las 
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proteínas inmunogénicas, se empleó un suero hiperinmune policlonal, 

producido en conejo con título de 1 :20 por inmunodifusión con el antígeno HS 

de Bruce/la ovis y como anticuerpo secundario, anti-lgG de conejo producida 

en cabra unida a peroxidasa 1 :1000 (Sigma Chemical Co.). 

2.4. Suero hiperinmune en conejo. Se emplearon conejos Nueva 

Zelanda de 2.0 Kg, se inocularon con células completas de Bruce/la ovis (1.5 x 

108 UFC/ml), inicialmente con adyuvante completo de Freund y 20 días 

después con el incompleto, posteriormente se realizaron tres inoculaciones 

más vía Intramuscular sin adyuvante. Los títulos fueron medidos en 

inmunodifusión doble empleando como antígeno el HS de Bruce/la ovis 

(Cloackaert, 1997). 

2.5. Protocolo de inmunización y sangrado.- se inmunizaron 6 ratones 

de la cepa Balb/c, machos de 4 a 5 semanas de edad por cada una de las tres 

fracciones subcelulares, inicialmente con adyuvante completo de Freund vía 

intramuscular y posteriormente dos inoculaciones intraperitoneales. Las 

concentraciones empleadas fueron estandarizadas a 20 µg/mL para Omp, lmp 

y CP. Se sangraron los ratones de la vena de la cola y se determinó mediante 

DOT-ELISA la existencia de anticuerpos contra la fracción subcelular 

correspondiente. 

2.6. Preparación del cultivo primario de células del bazo de ratón 

Balb/c.- la preparación de linfocitos se llevo a cabo de la siguiente manera: se 

disecaron los bazos de los ratones singénicos (de la cepa Balb/c) para la 
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obtención de las células presentadoras de antígeno (CPA}, todo el 

procedimiento se realizó bajo condiciones de esterilidad en campana de flujo 

laminar. Los bazos se lavaron por lo menos 3 veces con solución balanceada 

de Hanks (HBSS}, posteriormente se colocaron en una caja de Petri que 

contenía 5 mi de medio RPMI 1640 (GIBCO} con 100 U/mi de penicilina, 100 

µg/ml de estreptomicina (GIBCO}, y con un pedazo de tela de organza 

preparada, los bazos se envolvieron totalmente con la tela la cual sirvió como 

tamiz para retener los restos de tejido. Los bazos se maceraron 

cuidadosamente con el émbolo de una jeringa estéril con el fin de disgregarlos; 

la suspensión celular se colocó en un tubo cónico estéril de 15 mi y se le 

agregaron 5 mi de medio RPMI con antibióticos; se dejó 5 minutos en reposo 

para que sedimentara los restos de tejido, posteriormente se pasó a otro tubo 

cónico teniendo cuidado de no tomar el sedimento y escurriendo la suspensión 

de células por las paredes del tubo para no maltratarlas, se centrífugó 1 O 

minutos a 400 X g a temperatura ambiente; se decantó el sobrenadante y el 

botón celular se resuspendió con 1 mi de Cloruro de Amonio .0.17 M (NH4CI} 

porcada bazo, durante 5 minutos a 4 C para lisar los eritrocitos. Se centrifugó 

nuevamente y el botón celular se resuspendió en medio RPMI con antibióticos 

y se hicieron 2 lavados más, después del último lavado el botón se resuspendió 

en medio RMPI con suero fetal de bovino (SFB} al 20% (GIBCO), L-glutamina 

200 mM (GIBCO) y aminoácidos no esenciales 0.1 mM (GIBCO). 

Aproximadamente se colocaron 6.5 x 106 linfocitos de los ratones inoculados 

con Omp, lmp y CP. 
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2. 7. Inoculación del cultivo primario de células del bazo de ratón 

Balb/c: cada pozo de la placa de cultivo celular fue inoculado con 1 O µI de la 

fracción subcelular correspondiente y la placa se incubó a 37 C con 5% C02• 

Un control positivo fue incubado con concanavalina A. Los sobrenadantes se 

colectaron a las 24, 48, 72 y 96 horas post-inoculación y fueron congelados 

hasta su uso. 

2.8. Medición de Citocinas (IL-2, IFN-y e IL-4): para la medición de 

citocinas se emplearon los estuches comerciales (DUOSET Mouse IFN-y, 

DUOSET Mouse IL-2 y DUOSET Mouse IL-4) de ELISA Development System 

(R&D System), y a continuación se describe brevemente la técnica: 

a) Preparación de la placa.- Se depositaron 100 µI/ pozo del anticuerpo de 

captura en una microplaca de 96 pozos. Posteriormente se sellaron las 

microplacas e incubaron toda la noche a temperatura ambiente. Se aspiró y 

lavó con amortiguador de lavado (137 mM NaCI, 2.7 mM KCI, 8.1 mM 

Na2HP04, 1.5 mM KH2P04, filtrado en 0.2 µm) llenando cada pozo con 400 µI 

y se hizo una perfecta remoción del amortiguador. Se bloqueó la placa 

adicionando 300 µI de amortiguador de bloqueo por pozo y se incubó a 

temperatura ambiente una hora. Se aspiró y lavó. 

b) Procedimiento: se depositaron 100 µ1/ pozo de la muestra o del estándar en 

una microplaca de 96 pozos, se selló e incubó 2 horas a temperatura ambiente. 

Se preparó el anticuerpo detector. La microplaca fue aspirada y lavada con 

amortiguador de lavado llenando cada pozo con 400 µI y se hizo una perfecta 

remoción del amortiguador. Posteriormente, se adicionaron 100 µI por pozo del 

anticuerpo detector, se cubrió e incubó 2 horas a temperatura ambiente, se 

aspiró y lavó. Finalmente se adicionaron 100 µI de Streptoavidina-HRP (horse 
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radish peroxidase) a cada pozo, se cubrió e incubó 20 minutos a temperatura 

ambiente, tratando de evitar el contacto con la luz directa, se aspiró y lavó. Se 

reveló adicionando 100 µI de solución sustrato (H202 + tetrametilbencidina) a 

cada pozo, se incubó 20 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 50 µI 

de solución de paro (H2S04 2N) por pozo, se mezcló bien y se determinó la 

densidad óptica a 420 nm y a 540 nm. 

Las concentraciones empleadas para el anticuerpo de captura, 

anticuerpo detector y el estándar de citocinas, fueron de 2000, 300 y 1 ng/ml 

para IL-2; 4000, 400 y 2 ng/ml para IFN-y y 720 µg/ml, 36 µg/ml y 1 ng/ml; para 

IL-4. En todos los casos se realizó una curva patrón de cada estándar de 

citosina para después extrapolar los resultados. 

2.9. Hipersensibilidad tardía (DTH).- se formaron tres grupos con 

ratones Balb/c previamente inmunizados con las distintas fracciones 

subcelulares. Se inoculó 50 µI en el cojinete plantar vía subcutánea con cada 

fracción subcelular de Bruce/la ovis, se calculó el aumento porcentual de la 

induración a las 24 y 48 horas en comparación con el grosor de la piel al 

momento de inocular 50 µI de PBS en el cojinete plantar del ratón testigo 

(Fotografía 1 ), todas las mediciones fueron realizadas con un vernier (Chatelain 

et al., 1992). 
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Foto 1.- Determinación del grado de induración en el cojinete 
plantar de ratones Balb/c. La imagen muestra el grado de 
induración producido al inocular la fracción de Omp en el 
cojinete plantar, dicho grado de induración fue producido a las 
48 horas y se midió empleando un vernier. 
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Experimento 11.- Protección conferida por Omp, Vesículas y una 

bacterina de Bruce/la ovis en el modelo murino. 

2.1 O. lnmunógenos: Los inmunógenos empleados se obtuvieron de 

la siguiente forma: 

a) Membrana externa de B. avis (Omp): la bacteria fue cultivada en agar 

Bruce/la durante 48 horas a 37 C, se cosechó con solución salina fisiológica 

(SSF), y la biomasa se centrifugó a 10,000 x g por 15 min, realizando dos 

lavados con solución de HEPES. La biomasa fue resuspendida en HE PES 1 O 

mM + PMSF 0.1 M + EDTA 2mM, para sonicarse en 6 pulsos de 60 segundos 

por 60 segundos de descanso. Se centrifugó a 10,000 X g por 15 mina 4 C. El 

sobrenadante se ultracentrifugó a 150,000 g x 1 hora a 4 C, de donde se 

desechó el sobrenadante. La pastilla que contenía las membranas totales fue 

tratada con la solución de HEPES 1 O mM + Sarcosyl 1 %, agitada por 30 min 

a 37 C y centrifugada a 150, 000 X g por 1 hora a 4 C. De este último 

tratamiento se obtuvieron dos fracciones la soluble y la insoluble en Sarcosyl, 

en esta última se localizan las Omp (Filip y col., 1973; Morton y col., 1996). A 

las Omp se les realizó el método de recuperación cuantitativa de proteínas 

diluidas en solución en presencia de detergentes y lípidos (Wessel y Flugge, 

1984). La concentración de proteínas fue determinada por el método de 

Bradford (Bradford, 1976). 

b) Vesículas de B. avis: después de crecer la bacteria en agar Bruce/la por 48 

horas a 37 C, se cosechó con SSF, se centrífugó a 1 O, 000 X g por 15 min a 

4 C y el sobrenadante se filtró en 0.22 µm y finalmente el filtrado se 

ultracentrifugó a 150, 000 X g durante 1 hora, la pastilla fue resuspendida en 

agua deionizada y se congeló hasta su utilización. (Gamazo y col., 1989). La 
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presencia de vesículas fue confirmada mediante microscopia electrónica de 

transmisión. 

c) Bacterina de B. ovis: esta se obtuvo a partir de un crecimiento en agar 

Bruce/la por 48 horas a 37 C y posterior inactivación con fenol al 5% en 

amortiguador de fosfatos 20 mM (pH 7.2) por 2 días, se lavó la biomasa tres 

veces con agua destilada. La inactivación de la cepa fue corroborada mediante 

siembra en agar Bruce/la, procediendo a conservar por liofilización. 

2.11. Activación de la cepa de desafío en ratones: para el desafío, la 

cepa de Bruce/la ovis fue reactivada de la siguiente manera: Se emplearon 

cinco ratones Balb/c, inoculándose tres veces en lapsos de siete días por vía 

intraperitoneal, los ratones fueron sacrificados al mes de la primera inoculación. 

A partir de los bazos extraídos se recuperó la cepa, ésta fue identificada como 

B. ovis y así se empleó para el desafío. 

2.13. Evaluación de la protección in vivo de los inmunógenos. Se 

tomaron ocho grupos de 12 ratones hembras Balb/c (5 a 7 semanas de edad) 

cada uno. Los grupos se conformaron así: 1) Omp + Adyuvante completo de 

Freund (ACF), 2) Omp + Adyuvante incompleto de Freund (AIF), 3) Vesículas + 

ACF, 4) Vesículas + AIF, 5) Bacterina + ACF, 6) Bacterina + AIF, y como 

controles los grupos 7) ACF + PBS y 8) AIF + PBS. 

Los ratones fueron inoculados subcutáneamente con los respectivos 

inmunógenos ya mencionados y se les aplicó un refuerzo a los 1 O días, en el 

día 20 postinmunización se procedió al desafío, este consistió en la aplicación 

por vía intravenosa de la cepa de Bruce/la ovis a una concentración de 3 x 

105 /mi (Bowden y col., 1995; Bowden y col., 2000). 
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2.14. Determinación de la unidades formadores de colonia (UFC/ml): 

Se realizó el sacrificio de tres ratones por grupo en los días 7, 14 y 21 

posdesafío para la determinación de UFC/ mi presentes en el bazo (Jiménez de 

Bagués y col., 1993). El procedimiento fue el siguiente, una vez sacrificados los 

ratones, los bazos fueron extraídos y macerados en SSF estéril, posteriormente 

a partir de un pool se realizaron dos diluciones decimales y se sembraron en 

placas de agar Bruce/la, dejando incubar por cinco días a 37 C, para finalmente 

realizar el conteo de colonias (Bowden y col., 1995; Bowden y col., 2000). 

2.15. Análisis estadístico: se realizó el análisis de ANOVA para 

determinar las diferencias entre los distintos inmunógenos. 
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3. RESULTADOS 

Experimento 1.- Determinación de la Inmunidad celular inducida 

por fracciones subcelulares de Bruce/la ovis. 

3.1. Proteínas antigénicas de B. ovis. 

Para conocer el perfil proteico de las fracciones subcelulares de B. ovis, 

se realizaron SDS-PAGE e inmunotransferencias. La figura 3 A muestra que el 

patrón de proteínas es diferente para cada una de las fracciones. La pureza de 

la fracción Omp fue verificada por la presencia de LPS (Figura 38). 

Existe una alta reactividad de las tres fracciones subcelulares cuando 

fueron probadas contra el antisuero anti- B. ovis de células completas (Figura 

4), principalmente a bandas de 42 y 20 kDa, así como una doble de 38 kDa de 

peso molecular en las Omp. Las células completas mostraron un alto grado de 

reconocimiento antigénico (datos no mostrados). El citosol (CP) mostró un 

polipéptido de 28 kDa, el cual estuvo ausente en la fracción Imp. Mostrando 

esta última fracción un polipéptido enriquecido de 47 kDa. 

3.2. Respuesta de citocinas producidas por las fracciones 

subcelulares de B.ovis. 

Para evaluar la producción de citocinas por parte de las células T 

reactivas, las fracciones subcelulares fueron adicionadas al cultivo de linfocitos 

de ratón (Figura 5). La fracción de Omp (Figura 5 A) indujo una rápida y fuerte 

respuesta de IL-2 a las 24 h, disminuyendo drásticamente a las 48 h. Sin 

embargo, IFN-y indujo una respuesta que se incrementó gradualmente después 

de las 72 h, y obtuvo su máximo de inducción a las 120 h Se observó una 
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pobre respuesta de IL-4, la cual inicio a las 72 h y permaneció a bajos niveles 

durante todos los muestreos. 

La fracción lmp (Figura 58) muestra una adecuada respuesta en la 

inducción de la producción de IFN-y, dicha respuesta se incrementó 

continuamente a partir de las 24 h. La respuesta producida por esta fracción 

· para IL-2 inició a las 48 horas y permaneció al mismo nivel hasta las 120 h. 

Esta fracción no indujo respuesta de la IL-4. 

La fracción CP (Figura 5C) provocó una respuesta inicial de IFN-y a las 

24 horas, la cual rápidamente decreció a las 48 horas y permaneció a bajos 

niveles durante todos los muestreos. Se obtuvo una débil inducción de IL-2, 

mostrando su mayor pico a las 96 h; sin embargo, esta respuesta en 

comparación con las otras fracciones resultó muy pobre. Así mismo, esta 

fracción no mostró inducción de IL-4. 

3.3. Hipersensibilidad tardía (DTH).-

La reacción de DTH producida en el cojinete plantar del ratón por las 

diferentes fracciones fue como sigue: las Omp mostraron una alta induración 

(90%) posterior a las 48 h de inoculación; lmp y CP presentaron una induración 

de 29.7 y 18.6 % respectivamente en el mismo tiempo. No existió incremento 

del valor de induración 
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Figura 3.- SDS-PAGE al 15% y Tinción de plata para LPS de 
fracciones subcelulares de 8. ovis. A) Perfil proteico de las 
fracciones subcelulares de B. ovis. teñidas con azul de 
Coomassie, B) La pureza de la fracción Omp fue verificada 
por la presencia de LPS (+ )mediante la tinción de plata. 
Membrana externa (Omp), membrana interna (lmp) y citosol 
(CP). Las fracciones fueron separadas con sarcosyl. Las 
flechas indican los marcadores de peso molecular. 
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Figura 4 . .lnmunotransferencia de las fracciones subcelulares de B. ovis: membrana 
externa (OMP), membrana interna (lmp) y citosol (CP). Las proteínas de la 
figura 1 A se transfirieron a papel de nitrocelulosa, los antígenos fueron 
detectados empleando suero de conejo anti-B. ovis 1 :20 y la reacción se 
reveló empleando anti-lgG de conejo 1 : 1000. Las flechas indican los 
marcadores de peso. 
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Figura 5. Inducción de IL-2, IFN-y e IL-4 en células de ratón Balb/c 
estimuladas con fracciones subcelulares de B. ovis: A) Membrana externa (Omp ), 
B) Membrana interna (Imp )y C) Citosol (CP). El sobrenadante de los cultivos fue 

tomado a diferentes tiempos y se probó en el ELISA-Duoset. 
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Experimento 11.- Protección conferida por Omp, Vesículas y una 

bacterina de Bruce/la ovis en el modelo murino. 

3.4. Evaluación en el modelo murino de la protección conferida 

por Omp, Vesículas y una bacterina de Bruce/la ovis. 

Posteriormente al desafio con B. ovis se determinó la cantidad de UFC 

aisladas del bazo para establecer el comportamiento de los inmunógenos 

evaluados. En la figura 6 se muestran los resultados, todos los grupos fueron 

graficados descartando el efecto del adyuvante utilizado, con la finalidad de 

medir el efecto directo de cada inmunógeno. Las UFC determinadas en el día 

siete en los diferentes grupos, no muestran diferencias significativas entre ellos; 

sin embargo, para el día 14, resulta notoria la disminución de UFC del grupo de 

vesículas y bacterina (encontrándose entre ellos diferencias significativas) en 

comparación con Omp. En el día 21 los datos finales demuestran una 

diferencia significativa entre las vesículas y los demás grupos, presentándose 

un efecto similar entre la bacterina y las Omp. 

En la figura 7, se muestra el efecto total conferido por cada uno de los 

adyuvantes (ACF, AIF) y su participación en el grado de protección conferida 

de acuerdo al inmunógeno empleado. El análisis estadístico mostró una 

diferencia significativa entre el uso de ACF o AIF, observándose una mejor 

respuesta cuando se empleó ACF en todos los casos. Si bien el ACF promueve 

per se una respuesta inmune inespecífica, el empleo del ACF + vesículas 

produjo la mejor protección comparada contra los otros inmunógenos, además 

este efecto también resultó aceptable incluso empleando AIF. Se encontró una 
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diferencia significativa entre la interacción de los adyuvantes y los distintos 

inmunógenos. 

El efecto posdesafío mostrado por los adyuvantes (ACF, AIF) se observa 

en la Figura 8, este gráfico detalla el impacto producido por el tipo de 

adyuvante durante los días de muestreo (7, 14 y 21), en el ACF existió una 

diferencia significativa durante los tres días. Es posible observar que la 

disminución de UFC/ml adjudicada al efecto del adyuvante fue mayor conforme 

pasaron los días, atribuyéndose el descenso final en las UFC/ml al tipo de 

inmunógeno empleado. 
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Figura 6. Comportamiento posdesafio en Bruce/la ov/s 
de los distintos lnmunógenos evaluados en el modelo 
murlno. Los tres inmunógenos empleados (Omp, vesfculas 
y Bacterina) mostraron un comportamiento muy similar en el 

ora 7, presentándose una drástica calda en las Ufc/ml ocasionada 
por las vesículas en el día 21. 
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Figura 7. Efecto posdesafio de los distintos inmunógenos evaluados en el 
modelo murino, comparando los dos adyuvantes empleados. 
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Figura 8. Efecto producido únicamente por el adyuvante y evaluado en 
tres diferentes días posdesafío con Bruce/la ovis. 

53 



4. DISCUSION 

Las recientes investigaciones en B. ovis han tendido a encontrar el 

inmunógeno ideal, el cual produzca un alto nivel de protección sin producir 

efectos negativos. En el desarrollo de nuevas vacunas contra la brucelosis se 

busca evitar los inconvenientes de las vacunas vivas (por ejemplo: su baja 

virulencia en el modelo ratón y la interferencia en el diagnóstico con pruebas 

serológicas causadas por las vacunas lisas empleadas en las campañas de 

erradicación) (Bowden y col.,2000). 

Uno de los acercamientos para diseñar y preparar una nueva vacuna 

que resulte segura y eficiente, se ha basado en el empleo de componentes 

subcelulares utilizando adyuvantes adecuados. Sin embargo, no existe 

información concerniente a cuáles antígenos deberían emplearse para 

desarrollar una vacuna subcelular contra la brucelosis (Murillo y col., 2001 ). Los 

antígenos protectores contra esta enfermedad se han definido en el modelo de 

ratón y se han localizado en la membrana externa de otras especies de 

Bruce/la (Bowden y col., 1995). 

Algunos componentes selectos de la superficie de las cepas R de B. ovis 

con adyuvantes adecuados proporcionan protección contra B. ovis en carneros 

(Blasco y col., 1993) y B. abortus lisas en becerros (Adams y col., 1998), 

independientemente del adyuvante empleado. Zhan y col (1995) demostraron 

que adyuvantes como el aluminio y el ACF incrementan la magnitud de la 

respuesta comparados con la inducción que produce el antígeno sin adyuvante, 

sin tener influencia en el tipo de respuesta inmune. 

Los perfiles de proteínas de la fracción Omp de B. ovis obtenidas en este 

estudio fueron similarares a lo informado en otros estudios (Filip y col., 1973; 
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Chin y Turner, 1990; Clockaert y col., 1992). En este trabajo se estudiaron los 

patrones de proteínas de las fracciones de lmp y CP de B. ovis, con la finalidad 

de conocer el contenido antigénico de cada fracción. Se demostró también que 

las tres fracciones subcelulares poseen diferentes capacidades para inducir 

una respuesta inmune celular. 

Existen numerosos estudios de antígenos de Bruce/la que tienen o 

demuestran la capacidad de activar una respuesta de células T, los cuáles han 

sido empleados para encontrar un adecuado inmunógeno o desarrollar una 

prueba diagnóstica diferencial (Zhan y col., 1993 a). Las Omp han sido 

purificadas y caracterizadas de varias especies de Bruce/la; sin embargo, solo 

las Omp solubles de Bruce/la abortus fueron probadas para estimular una 

respuesta celular, esta fue determinada mediante blastogénesis (Baldwin et al., 

1985), y en la actualidad se mide por la inducción de diversas citocinas 

(Fernández y Baldwin, 1995; Zhan y col., 1993 a; Zhan y col., 1993 b; Zhan y 

Cheers, 1995 a; Zhan y Cheers, 1995 b; Cheers, 1997). 

Los cultivos de células de bazo de ratón inoculados con bacterias 

completas muertas o extractos de bacterias indujeron la producción 

exclusivamente de IL-2 (no de IFN-y o IL-4), en contraste cuando se emplearon 

bacterias vivas, las cuales produjeron IL-2 e IFN-y pero no IL-4 (Zhan y col., 

1995). 

Existe sólo un informe acerca de la inducción de la respuesta de 

citocinas por B. ovis. En dicho estudio el antígeno HS fue encapsulado dentro 

de micropartículas de poly-E-caprolactona (HS-PEC) y se probó como vacuna 

contra B. ovis y B. abortus en el ratón. Las HS-PEC por vía de administración 

subcutánea pero no oral en ratones BALB/c, indujo altas cantidades de IFN-y e 
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IL-2 pero bajas de IL-4, lo que sugirió una respuesta inmune combinada Th1/ 

Th2. El empleo solo de HS o de micropartículas PEC vacias no produjeron 

ningún efecto protector (Murillo y col., 2001 ). En contraste, en esta 

investigación se emplearon diferentes fracciones subcelulares (Omp, lmp y CP) 

de B. ovis para inducir la respuesta de citocinas, además los tiempos de dicha 

evaluación fueron más largos (24 a 120 h). Los resultados aportan un mayor 

conocimiento con respecto a los efectos que se producen a lo largo del tiempo 

en la respuesta inmune celular contra B. ovis. 

Se obtuvo una importante inducción de citocinas con la fracción Omp. 

También se obtuvo una alta respuesta de IL-2 fue obtenida a las 24 h, la cual 

disminuyó considerablemente después de las 48 h, mientras que la respuesta 

que se obtuvo de 1 FN-y presentó un valor máximo a las 120 h. Este perfil se 

considera una respuesta clásica de linfocitos Th 1 , la cual esta directamente 

involucrada en la resistencia celular adquirida y en la hipersensibilidad 

retardada (DTH) (Zhan y col., 1993b). Posteriormente, se encontró que las 

Omp produjeron una alta respuesta de DTH. La IL-4 sólo fue inducida por la 

fracción Omp, demostrándose una activación de los linfocitos Th 2, los cuales 

están involucrados en la respuesta inmune humoral. Quizás la respuesta sea 

debida a la presencia de residuos de LPS-R, considerando el hecho de que 

epítopes del LPS- R de B. ovis son muy accesibles al sistema inmune. 

Además, se han encontrado anticuerpos circulantes contra el LPS-R han sido 

encontrados durante la enfermedad, y juegan un papel en la inmunidad 

dependiente de anticuerpos (Bowden y col., 1995). 

Con base en la capacidad de inducir la producción de citocinas y 

promover la respuesta DTH. Se considera que la fracción Omp de B. ovis, 
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podría funcionar como un adecuado inmunógeno, por lo que se decidió 

evaluarlo en el modelo de ratón. 

Los experimentos que se han realizado empleando al huésped natural 

(ovinos) son los mas adecuados, pero requieren demasiado tiempo para 

realizarse y resultan muy costosos. Razón por la cual se ha establecido un 

modelo murino (BALB/c) para estudiar a B. ovis, el cual ayuda a superar los 

inconvenientes ya mencionados (Jiménez de Bagués y col., 1993; Jiménez de 

Bagués y col., 1994; Murillo y col., 2001; Murillo y col., 2002). 

B. ovis es una especie rugosa natural, que carece del polisacárido O, el 

cual constituye el principal antígeno de las especies lisas de Bruce/la. El 

extracto HS de B. ovis RE0198, está constituido por lipopolisacárido rugoso 

(LPS-R) y una abundante cantidad de Omp del grupo 3. El extracto HS de B. 

o vis ha demostrado ser protector contra el desafío de B. o vis en el ratón 

(Jiménez de Bagués y col., 1994) y en el carnero (Blasco y col., 1993). Sin 

embargo, el inconveniente ha sido la necesidad de revacunación para inducir 

una inmunidad fuerte y duradera (Murillo y col., 2002). 

La búsqueda de distintas alternativas para la vacunación, justifica el 

empleo de diferentes tipos de antígenos, apoyándonos en trabajos previos del 

grupo (Salas y col., 2003), se determinó la efectividad de tres fracciones 

subcelulares de B. ovis (Omp, lmp y Cistosol) en cuanto a la activación de una 

respuesta Th1 con linfocitos previamente activados con las fracciones 

anteriormente citadas, de donde se concluyó que las Omp de B. ovis eran las 

que mejor activaban un perfil de citocinas de tipo Th1. En la brucelosis, una 

inmunidad protectora esta dada por anticuerpos opsonizantes y una respuesta 

Th1, la cual permite la destrucción del microorganismo intracelular facultativo 
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(Araya y Winter., 1990; Jiang y Baldwin., 1993; Zhan y Cheers, 1993; Jiménez 

de Bagüés y col., 1994). 

En la fracción de Omp de B. ovis se pueden observar los tres grupos de 

proteínas (1, 2 y 3) que ampliamente se han mencionado en la literatura 

(Cloeckaert, 1997). Empleando anticuerpos monoclonales, todas las Omp 

reportadas de Bruce/la (Cloeckaert y col., 1990) han sido encontradas en el 

extracto HS (Bowden y col., 2000). Sin embargo, se menciona una mayor 

concentración del grupo 3 y de LPS-R, debido al método de obtención. En 

particular, dentro de las proteínas del grupo 3, la Omp 31 aparece como un 

antígeno inmunodominante en el curso de la infección por B. ovis en carneros y 

ha resultado ser un antígeno protector en el modelo murino desafiado con B. 

ovis (Cloeckaert y col., 2002). 

Las Omp de B. ovis que se emplearon en este trabajo tenían presencia 

de los tres grupos antigénicos, y demostraron en conjunto una adecuada 

estimulación de la respuesta inmune celular in vitro. Debido a los resultados 

obtenidos se decidió demostrar su poder protector ante el desafío por B. ovis, 

para lo cual se incluyeron otros dos inmunógenos: vesículas de B. ovis y 

bacterina de B. ovis con fines comparativos. 

Las pruebas realizadas en el modelo murino demuestran que las Omp 

de B. ovis aún cuando tienen una buena actividad in vitro, no resultan tan 

eficientes in vivo. Las vesículas de B. ovis mostraron una protección más 

eficiente a los 21 días de la evaluación posdesafío en el modelo murino, esto 

resulta contrastante con lo reportado por Blasco y col. (1993), quienes 

emplearon vesículas y bacterina en carneros y no encontraron una protección 

satisfactoria. No existen otros reportes comparativos en cuanto al uso de 
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vesículas y bacterina de B. ovis en el modelo murino y carneros, por lo que se 

requerirá de posteriores investigaciones, que esclarezcan las diferencias 

encontradas. 

Tanto las Omp como las vesículas contenían a la Omp 31, además de 

la presencia de LPS-R. Murillo y col., (2002), mencionan que el LPS-R 

potencializa la respuesta producida por el extracto HS, induciendo un mayor 

patrón de citocinas Th1. Además, considera que entre mayor dispersión tenga 

el LPS-R dentro del extracto HS, mejor será la respuesta. Por otra parte, se ha 

demostrado que el extracto HS carente de LPS-R conserva su actividad 

protectora en el ratón, lo que demuestra la contribución en la inmunidad 

protectora de las Omp (Jiménez de BagQés y col., 1994). Ambos parámetros se 

cumplen en el caso de los inmunógenos que se emplearon, hecho que explica 

el grado de protección obtenida; quizá, la diferencia exista en cuanto al 

contenido de las vesículas de B. ovis, el cual no esta bien esclarecido, como en 

el caso de otras bacterias gram negativas, por lo que se requirieren estudios 

posteriores. 

Ha quedado bien establecido que el efecto inmunopotenciador de la 

respuesta inmune es dependiente del tipo de adyuvante utilizado. Los 

resultados obtenidos demuestran, que el efecto que produce la utilización de 

ACF y AIF, concuerda con lo que se conoce, de que su presencia incrementa la 

magnitud de la respuesta en comparación de cuando no se usan (Zhan y col., 

1995). Este efecto se pudo observar en las evaluaciones del adyuvante 

postdesafío, siendo de mayor relevancia la desarrollada por ACF; sin embargo, 

dicho efecto va disminuyendo conforme el tiempo postdesafío avanza, para 

finalmente depender del efecto protector del inmunógeno empleado. Murillo y 
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col (2002) mencionan importantes diferencias en la protección adquirida en el 

modelo murino, dependientes del tipo de adyuvante, ruta de administración y 

cepa de desafío. En la actualidad el uso de micropartículas (Murillo y col., 2001; 

Murillo y col., 2002) que permitan una liberación controlada del antígeno ha 

tenido buenos resultados en el grado de protección conferida contra el desafío 

de B. ovis en el modelo murino, resta saber si se comportara igual en el 

hospedero natural. 

Finalmente, y debido a los datos obtenidos en esta investigación 

consideramos importante la utilización de las vesículas de B. ovis, empleando 

un adyuvante que sea permitido dentro de las explotaciones ovinas, con la 

finalidad de conseguir un inmunógeno protector. 
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5. CONCLUSIONES 

La fracción subcelular Omp de Bruce/la ovis, presentó la mejor inducción in 

vitro de la respuesta inmune celular, al estimular la producción de IL-2 a las 24 

horas y posteriormente la de IFN-y que duró 120 horas, perfil que se considera 

clásico en la activación de la respuesta celular. 

En la prueba de inmunización de ratones Balb/c, las vesículas y las Omp de 

Bruce/la o vis, mostraron un adecuado nivel de protección ante el desafío de B. 

ovis, considerándose que ambas pudieran resultar adecuados inmunógenos. 

Los inmunógenos seleccionados deberán probarse en el ganado ovino para 

demostrar su eficacia. 

Se deberá estudiar el contenido de las vesículas de B. ovis para entender 

mejor el grado de protección que llegaron a conferir en el ratón. 

Se requerirá de estudios posteriores que incluyan la utilización de adyuvantes 

permitidos en las explotaciones ovinas. 
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