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Percibo lo secreto, lo oculto:
iOh vosotros los sefiores!
Asi somaos,
somos mortales,
de cuatro en cuatro nosotros los-hombres,
todos habremos de imos,
todos habremos de morir en la tierra...
Como una pintura
nos iremos borrando.
Como una flor,
nos iremos secando
aqui sobre la tierra.

Como vestidura de plumaje de ave zaguan,
de la preciosa ave de cuello de hule,
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Meditadlo sefiores,
aguilas y jaguares,
aunque fuerais de jade,
aunque fuerais de oro,
también alla iréis,
al lugar de los descarnados.
Tendremos que desaparecer,
nadie habra de quedar.
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RESUMEN

LOPEZ DIAZ OSVALDO. Determinacion de Brucella spp en la pobfacién de lobos
marinos del Golfo de California (Zalophus californianus). (Bajo la direccién de: Dr.
Antonio Verdugo Rodriguez, MVZ Daniel Martinez Gémez, Dr. Dulce Ma. Brousset
Hernandez Jauregui).

La brucelosis es una enfermedad que afecta a un gran numero de mamiferos
terrestres y marinos, generando problemas reproductivos. Dado lo anterior se
realizd un monitoreo en lobos marinos del Goifo de California, los cuales se
encuentran en peligro de extincién. La determinacion de la presencia de este
microorganismo en la poblacién se realizé6 por métodos de diagnéstico directos e
indirectos. Para la realizacién de este trabajo se analizaron 186 sueros por el
método de enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) empleando proteinas de
membrana externa y lipopolisacéarido de Brucella como antigeno de captura, en
estos ensayos no se detectaron anticuerpos contra este microorganismo. Por otra
parte, 61 muestras de sangre completa fueron sembradas en medio bifasico Ruiz
Castaneda e incubadas durante tres semanas sin presentar crecimiento.
Finalmente 39 muestras de ADN obtenidas de sangre completa de lobo marino,
fueron analizadas mediante la técnica de reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) para la identificacion de ADN de Brucella spp. sin presentar amplificacién.
Los resultados negativos obtenidos en las diferentes pruebas realizadas y la
ausencia de indicadores de fallas reproductivas y lesiones patolégicas sugerentes
a una infeccién por Brucella en la zona muestran que esta poblacién de lobos
marinos del Golfo de California no presentan evidencia de una infecciéon por
Brucella spp.



INTRODUCCION

La brucelosis es una zoonosis de importancia mundial, producida por
microorganismos del género Brucella spp, un grupo de parasitos intracelulares
facultativos de varios mamiferos, incluyendo el hombre. Hasta hace algunos afos
se encontraban registradas so6lo seis especies dentro de este género; B. abortus,
B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis y B. neotomae, las cuales se han
clasificado con base en su afinidad hacia un hospedero y variaciones fenotipicas.
Recientemente, con el aislamiento de nuevas especies a partir de mamiferos
marinos, €l nimero de especies en este género podria aumentar a ocho al

agregarse B. cetaceae y B. pinnipediae." %3

En el hombre, la brucelosis también llamada Fiebre de Malta, se presenta
como una enfermedad grave, con una fase septicémica aguda seguida por un
estadio cronico que puede prolongarse muchos afos y puede llegar a afectar
diversos o6rganos y tejidos. En los animales domésticos, la brucelosis representa
un problema econémico importante, debido a los abortos y problemas de

infertilidad que genera. ™" **

El aislamiento es la prueba diagnéstica inequivoca de la brucelosis. Para el
aislamiento de Brucella spp se requieren medios enriquecidos, en los cuales su
crecimiento es en forma de colonias pequefias, convexas Yy lisas, evidentes hasta
las 72 horas. Estas colonias son translucidas, con una tonalidad azul claro cuando

se observan a contraluz. En la seleccidon de medios de cultivo para el aislamiento a



partir de muestras de animales, se debe de considerar que el microorganismo esta
adaptado a un habitat intracelular y sus requerimientos nutricionales son
complejos. Algunas cepas han sido cultivadas en medios sintéticos compuestos
por 18 aminodcidos, vitaminas, sales y glucosa. Por otra parte, también debe de
considerarse que varios componentes del medio de cultivo pueden tener efectos
toxicos durante el primoaislamiento, por ejemplo, pueden liberarse niveles toxicos
de azufre a partir de los aminoacidos azufrados por lo cual es necesario que otros
componentes del medio neutralicen estos efectos toxicos para permitir el

crecimiento de Brucella spp. °

Las muestras obtenidas de fuentes animales o humanas se inoculan
generalmente en medios enriquecidos como agar sangre o agar Brucella (AB)
adicionado con suero, una vez logrado el aislamiento las colonias pueden ser
resembradas en medios basicos como triple aztcar-hierro (TSA), AB y Luria
Bertanni. En la actualidad se dispone de medios selectivos adicionados con
antibiéticos debido a que algunas muestras de campo suelen tener conta;ninacién
de hongos y bacterias de crecimiento rapido, las cuales pueden impedir el
crecimiento de Brucella spp. Un ejemplo de este tipo de medios es el Thayer-
Martin modificado y el Farrel este Ultimo es el mas usado para el aislamiento
selectivo de Brucella spp, aunque es necesario considerar que el crecimiento de
B. ovis es inhibido en este medio. Dentro de las pruebas rutinarias para la
identificacion de Brucella spp se encuentran la tincion de Stamp, la cual es una
modificacion de Ziehl-Neelsen con verde de malaquita, con esta tincién, Brucella

spp adquiere una coloracion roja sobre un fondo verde, color del que quedan



tefiidos otros elementos celulares. Las pruebas bioquimicas que ponen en
evidencia la actividad de las enzimas oxidasa y ureasa, la utilizacion de
carbohidratos y la produccion de acido o gas los cuales no son producidos en
cantidades suficientes como para aprovechar estas pruebas en su clasificacion asi
tambien como la diferenciacion de las seis especies reconocidas del género

Brucella mediante la lisis por los bacteriéfagos Tb, Wb, Izy R/C. ®

Cabe senalar que algunas especies en el género Brucella (B. abortus, B.
melitensis, B. suis), estan divididas en biovariedades en funcién de cuatro pruebas
complementarias: la exigencia de CO, para su crecimiento, la produccion de H,S,
la sensibilidad a la tionina, fucsina basica y safranina y la aglutinacién por sueros

monoespecificos anti-A y anti-M. *

PATOGENIA

El conocer la interaccion hospedero-parasito es de vital importancia para
establecer los mecanismos mas adecuados en el diagnéstico y control, lo que
hace necesario el estudio de los mecanismos de patogenicidad de las bacterias.
Actualmente se realizan diferentes trabajos, tanto en modelos in vitro como in vivo,
con el fin de conocer los mecanismos involucrados en la infeccion por Brucella spp
Algunos de estos trabajos estan enfocados en conocer los eventos que suceden
para la sobrevivencia dentro de los fagocitos mononucleares, los cuales son
células capacitadas para internar, destruir y presentar microorganismos invasores.

En éstas celulas, Brucella spp utiliza diferentes mecanismos de evasion, por



ejemplo impide la unién del fagosoma con el lisosoma y resiste las-.enzimas

lisosomales y los productos reactivos de oxigeno. *7+®

Estudios realizados en neutréfilos de bovinos, han demostrado que la
presencia de guanosin-monofosfato de adenina en las cepas virulentas de B.
abortus, se asocia con la inhibicion de la degranulacion y la subsecuente
liberacién de enzimas lisosomales, ademas de que el sistema mieloperoxidasa

presenta alteraciones en su funcionamiento. "

La brucelosis se origina en condiciones naturales comunmente, tras la
ingestion de Brucella spp patdgena eliminada por animales infectados, otras rutas
de infeccion son la inhalacion, la exposicion conjuntival y el contacto a través de la
piel. Siguiendo a la ingestion y penetracion a través de las mucosas, las bacterias
son fagocitadas por los macréfagos. Estudios de trafico intracelular muestran que
la bacteria es introducida por medio de la activacion de GTPasas pequeias de la
subfamilia Rho y por el reclutamiento moderado de filamentos de actina, los cuales

forman un arreglo que permite la entrada del agente, %% % & %1011

En las primeras etapas de la infeccién, el microorganismo es expuesto a los
mecanismos de defensa inespecificos del hospedador, como la fijacion del
complemento. La propagacion de Brucella spp hacia los linfonodos genera una

bacteremia °

en tejidos como la ubre, en los cuales la bacteria continua
replicandose, ocasionando una inflamacion aguda, que origina que el

microorganismo se excrete en la leche en grandes cantidades.®



Los microorganismos del género Brucella spp tienen una alta afinidad por los
drganos reproductivos. En las vacas esto se asocia con la gestacion y con la
produccion de un compuesto natural en el (tero, denominado eritritol. De aqui
algunos de los signos clinicos clasicos de la brucelosis son aborto después del
quinto mes de gestacion, retencion placentaria, metritis e infertilidad temporal. En
el caso de los animales domésticos, es la infeccion placentaria la que origina el
aborto. No obstante que ya se conoce este dato, el mecanismo del aborto adn no
se ha descrito, se sugiere que la endotoxina de Brucella spp promueve la
produccion de cortisol fetal, ésto deprime la produccion de progesterona e
incrementa la sintesis de estrégenos por la placenta. Esta respuesta hormonal se
encuentra asociada con el incremento en la produccion de prostaglandina 2 alfa
por el endometrio resultando en la falta de irrigacion y expulsién prematura del feto

y la placenta. &

La patogénesis en machos es generalmente similar a la de la hembra, sélo
que en machos los érganos reproductivos infectados son las vesiculas seminales
y los testiculos, desarrollandose orquitis y epididimitis. En este caso el nimero de
microorganismos excretados en el semen varia entre machos y entre del mismo
animal, llegandose a observar entre 100-50,000 bacterias por mililitro. Las
concentraciones de microorganismos mas altas se presentan durante la fase

aguda de la enfermedad; después la excrecion puede reducirse completamente. "

2,4,5,6,9



Otras lesiones en casos cronicos pueden ser higromas, pequefios granulomas y
abscesos. Existe variacion en la aparicion y grado de los signos después de la
exposicion, debidos a factores como la respuesta vacunal, la edad, estado

gestacional, dosis de exposicion y la virulencia de la bacteria. %5 °

ESTRUCTURA BACTERIANA

La pared celular de las bacterias Gram negativas se encuentra formada por una
membrana externa y un espacio periplasmatico intermedio. Este ultimo contiene
una gran variedad de enzimas, entre ellas muchas que detoxifican agentes
nocivos procedentes del medio, proteinas relacionadas con el transporte de
nutrimentos, varias de las enzimas sobre las que actian los antibidticos B-
lactamicos y como componente estructuralmente mas importante, la mureina o

peptidoglucano, responsable de la forma e integridad osmética de la bacteria. *

La membrana extema por su parte contiene distribuidos en forma
asimétrica, fosfolipidos, proteinas y un lipopolisacarido (LPS). La asimetria en la
distribucion de LPS, junto con sus propiedades y las de las proteinas de la
membrana externa, denominadas, porinas, que forman poros en la membrana
externa, hacen que funcione como una barrera de permeabilidad frente a muchos

solutos hidrofilicos e hidrofébicos. *'*

Si bien la pared celular de Brucella spp se adapta al modelo antes descrito,

su membrana externa presenta algunas diferencias con la de las enterobacterias,



por ejemplo, es relativamente permeable a agentes hidréfobos como los
colorantes, detergentes y sales biliares, con diferencias entre especies y biotipos
que se reflejan en las técnicas bacteriolégicas de tipificacion. Un aspecto
importante de esta pared celular es la resistencia que muestra a péptidos
catiénicos bactericidas presentes en lisosomas y fluidos corporales, también a

otros policationes bactericidas como la polimixina B. '* '°

Ademas en la membrana externa de Brucella spp se puede encontrar
fosfoditil-colina no presente en las enterobacterias. Es posible que la presencia de
este lipido se relacione con la tincién positiva de Brucella spp por el método de

Stamp.*

En el LPS tambien se presentan diferencias importantes, este compuesto
consta de una parte glucolipidica (lipido A), insertada en la membrana externa y
por lo tanto no expuesta en la superficie y otra parte polisacaridica dirigida hacia el

exterior. Esta Ultima se divide a su vez en dos secciones: el nicleo y la cadena O.

Existen especies rugosas de Brucella (B. ovis, B. canis) que de forma
natural carecen de la cadena O y otras que si la poseen (B. melitensis, B. abortus,
B. suis, B. neotomae).* De acuerdo a esta caracteristica, la morfologia colonial de
las especies lisas presenta diferencias con las de las especies rugosas, cuando
son tefidas con cristal violeta. Ademas de que las células rugosas aglutinan en

solucién de acriflavina al 1%, mientras que las lisas no lo hacen. "



Se ha reportado que el lipido A de Brucella spp. es quimicamente distinto al de las
enterobacterias y esta formado por un disacérido de diaminoglucosa sustituido con
B-hidroxiacidos y otros acidos de cadena larga. A esta composicion diferente sg
debe que algunas de las actividades del LPS de Brucella spp relacionada con la
endotoxicidad, como la pirogenicidad, la activacion del sistema de complemento y
la produccién de interferén, no sean tan evidentes en comparacién' con las

producidas por enterobacterias. '’ '8 1 %

Parte importante en la biotipificacién del género Brucella es la referente a la
tipificacion del antigeno somatico. Los estudios realizados por Baucheron y
Cloeckaert al comparar LPS de 31 aislamientos provenientes de mamiferos
marinos reportan un fenotipo liso con predominancia del antigeno A en todas las

cepas. 21-24

En el biotipo 1 de B. abortus el tnico enlace presente en la cadena O es el
A 1,2 y en B. melitensis biotipo1 hay un enlace A 1,3 por cada cuatro enlaces
A1,2. Por lo tanto, en la cadena O del primero de estos biotipos hay trechos de
mas de cinco azucares con el mismo enlace, ausente en el primero. Esto genera
tres tipos basicos de epitopes, segin confirman los estudios con anticuerpos
monoclonales: el A por “abortus”, el M por “melitensis” y el C por “comun”. 2' En
una respuesta policlonal se producen anticuerpos que reaccionan de forma
cruzada con varios de ellos con diferentes afinidades. Lo anterior explica porqué,

en el diagndstico seroldgico, es irrelevante el origen (B. abortus o B. melitensis)



del antigeno y porque no es posible distinguir el serotipo ( AC, MC O AMC)

infectante. ' %

La cadena O contiene los epitopes relevantes en el diagnostico serolégico
cuando se emplean pruebas que detectan anticuerpos frente al LPS-S (todas
aquellas que emplean suspensiones celulares o extractos que contienen LPS-S).
Por esto, la generalidad de las pruebas seroldgicas detectan anticuerpos frente al
LPS-S. La cadena O estd compuesta de un solo tipo de azicar, la N-formil-
perosamina, sin ramificaciones.” Existen varias bacterias Gram negativas que
poseen también derivados de la peroasamina en su LPS como Salmonella del
grupo N O:3, Vibrio cholerae, Escherichia coli O:157 y Yersinia enterocolitica 0:9
esta Ultima posee una cadena O similar a la de B. abortus, con N-formil-
perosamina en enlaces A 1,2. lo que hace que su reaccién cruzada sea la mas
intensa y hay que tomarla en cuenta en el diagnéstico en areas en la exista tal
serotipo. "% Ademas de la cadena O del LPS, Brucella spp contiene un segundo
polisacarido habitualmente llamado hapteno nativo. Salvo en la unién al nticleo del

LPS, el hapteno nativo es quimicamente idéntico a la cadena O. '

Como en otras bacterias Gram negativas, la membrana externa de Brucella
spp contiene varias proteinas (OMP), las cuales han sido clasificadas mediante su

peso cuantificado en kilodaltones (kDa).'

Grupo 1 : entre 88 y 94 kDa relacionadas con funciones de biosintesis de la

propia envoltura. Grupo 2 : entre 36 y 38 kDa los genes omp2a y omp2b codifican

10



para proteinas con funciones de porinas, pero solo en gen omp2b parece
expresarse in vitro. Grupo 3 : 25 y 31 kDa codificadas en los genes omp25 y

omp31. Brucella abortus no expresa el gen omp31.

En la envoltura de Brucella spp existen varias lipoproteinas de bajo peso
molecular; se conocen los genes de tres de ellas (omp10, omp 16, omp19).
También se ha descrito una lipoproteina de peso molecular entre 9 y 8 kDa unida

covalentemente al péptidoglucano. *

Existen diferencias en los perfiles proteinicos de la membrana externa de
las distintas especies de Brucella spp. La mas caracteristica afecta a porciones
relativas de los grupos 2 y 3. La mayoria de las proteinas presentan epitopes en
la superficie de B. abortus y B. melitensis, pero su grado de exposicién es menor

que en los mutantes R o que en B. ovis. “ > %

Al utilizar varias OMP como antigeno en pruebas serolégicas diagnosticas
en estudios con Yersinia pseudotuberculosis, Chlamydophila y Salmonella, se
observé que éstas proveen una alta sensibilidad y especificidad ya que participan
en la presentacion de la respuesta inmune y en la patogenia de la enfermedad de
manera significativa. ?® En estudios in vitro, algunas proteinas citosélicas y LPS de
Brucella spp presentan reactividad cruzada con al menos tres alfa proteobacterias:
Agrobacterium, Sinorhizobium y Ochrobactrum, que en condiciones naturales no
son patogénicas para el hombre, ni para los animales, por lo cual no se consideran

relevantes en la interferencia diagnéstica por pruebas serolégicas. 7 2%

11



La reciente caracterizacion de 5 nuevos miembros del grupo 3 de protéinas de
membrana externa (OMP) de la familia de Brucella spp aporta herramientas para
la posible identificacién e incorporacién de nuevas especies a este género asi

como la generacion de inmunizaciones 6ptimas contra Brucella. '**

BRUCELOSIS EN FAUNA SILVESTRE

En animales silvestres la brucelosis afecta a varias especies de rumiantes por
ejemplo dromedarios (Camelus dromedarius) y camellos (Camelus bacitracinus),
fueron infectados por Brucella spp al estar en contacto con pequefios rumiantes
infectados. Se han reportado casos al oeste de Asia, Mongolia y Africa, en donde
ocasiond abortos, con excrecion del microorganismo en descargas vaginales,
orina y leche. La brucelosis se ha presentado también en llamas y otros pequenos

camélidos en paises de América del Sur. ®

En areas articas de Alaska, Canada y Rusia la brucelosis es endémica en el
caribl y en el reno domesticado (Rangifer tarandus). Bufalos (Bison bison),
antilopes y yaks son susceptibles también a la brucelosis y se han identificado
anticuerpos en bovidos africanos como antilopes eland, impalas, gacelas entre
otros.>3 En Australia, Estados Unidos y Europa el cerdo feral ha presentado
infecciébn por Brucella suis. Los zorros son susceptibles también a Brucella
ocasionandoles abortos.® La liebre europea (Lepus europeaus) es susceptible a la
infeccion, especialmente con Brucella suis biotipo 2 y en algunas ocasiones

transmite la enfermedad a animales domésticos, especialmente cerdos.*? Ratas,

12



ratones y felinos generalmente resisten la infeccion natural, sin embargo, la rata

del desierto (Neotoma lepida) es susceptible a la infeccion por Brucella neotomae.

5, 32

BRUCELOSIS EN MAMIFEROS MARINOS

En los dltimos anos el aislamiento y tipificacion de nuevas cepas de Brucella
obtenidas en examenes postmortem de mamiferos marinos, en las costas del
hemisferio Norte alrededor de Escocia, Inglaterra, Noruega, Rusia, Zonas Articas
de Canada, mar Mediterraneo y linea costera del pacifico de Estados Unidos han
generado preocupacion al ampliar el nimero de especies afectadas por esta
bacteria; que como sucede en mamiferos terrestres, pudiera ocasionar problemas
reproductivos. ** * No existen reportes de mamiferos marinos vivos que presenten

signologia de una infeccién por Brucella spp. 3"

El primer reporte de infecciones por Brucella spp en mamiferos marinos
aparece en 1994 * después del aislamiento y caracterizacion de la bacteria en
varios cetaceos y pinipedos encallados en los mares del hemisferio norte; focas
comunes (Phoca vitulina), delfines nariz de botella (Tursiops truncatus), ballenas
minke (Baloenoptera acutorostrata) y sirénidos como vaquitas marinas
provenientes de vida libre al Norte de Estados Unidos y Escocia *°. Estas
especies han presentado lesiones macroscopicas y microscopicas sugerentes a

33, 36

infecciones ocasionadas por este agente etiolégico. y los aislamientos
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obtenidos de 6rganos como bazo, higado, pulmén, piel, testiculos y utero, han

permitido indagar acerca de las caracteristicas de estas nuevas especies. *

A través de diversos estudios de tipificacion bacteriana a nivel molecular
como la hibridacion ADN-ADN o las referentes a tipificacién fenotipica y
fagotipificacion, se ha demostrado que existen variaciones entre las seis especies
conocidas dentro del género Brucella y las cepas obtenidas de mamiferos
marinos.'> ¥ Claverau y Verger, reportaron una relacién mayor al 90% entre los
aislamientos obtenidos de mamiferos marinos y algunas especies de Brucella
previamente identificadas y caracterizadas *; sin embargo, la ribotipificacion, en
un patréon de corte con la enzima Hindlll, no presenta semejanza alguna con las
especies ya conocidas. La presencia de la IS711 corriente abajo del gen bp26 y la
presencia de una doble copia de los genes omp2a y omp2b son factores

relevantes. % 40 41

Existen algunas diferencias en la tipificacion fenotipica de los aislamientos
de Brucella de distintas especies de mamiferos marinos con respecto a sus
requerimientos de CO;, la utilizacion de diferentes substratos (L-alanina, L-
asparigina y D-galactosa) y fagotipificacion por Tb, Wb, I1Z y Fi. Por el contrario, el
crecimiento en medios que contienen fucsina, safranina y tionina, asi como la
produccion positiva de ureasa y H.S, en todas las cepas analizadas muestran

cierta homologia con las seis especies de Brucella conocidas. *
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Los aislamientos de mamiferos marinos antes mencionados fueron obtenidos a
partir de mas de un tejido provenientes de 6 de 21 animales muestreados.
Mdltiples aislamientos del mismo animal muestran resultados idénticos para cada
una de las pruebas. Todos los aislamientos presentan las siguientes
caracteristicas comunes tipicas del género Brucella: cocobacilos gram negativos,
no moviles, ureasa positivos. Crecimiento aerobio y después de 3 a 7 dias de
incubacion a 37°C en 10% de CO, se observan el crecimiento de colonias

convexas de bordes completos y superficie lisa y brillante sobre el agar. *’

Sobre las pruebas usadas para diferenciar especies y biovariedades, todos
los aislamientos presentan las siguientes caracteristicas comunes: no producen
H2S y crecen en presencia de fucsina basica (20 ug ml™), tionina (20 pg mI™), y
safranina O (100 pg mi’). Los aislamientos provenientes de fc':cido;s fueron

distintos de otros en su requerimiento del 10% de CO,. Estos aislamientos

producen colonias pequerias. ¥

En todos los aislamientos con L-glutamato, D-ribosa y D-Xylosa se
incrementd la reduccion de tetrazolium. La respuesta para D-galactosa, meso-
eritritol y urocanate varié entre aislamientos pero son consistentes con los
obtenidos de los mismos hospederos. Estos perfiles metabdlicos fueron distintos
pero no tan relevantes para reconocer a distintas especies del género Brucella

3r

spp.
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Ninguno de los aislamientos fueron lisados por los fagos R/C, aunque todos fueron
lisados por los fagos Bk, y con mayor proporcién por lz. La lisis por fagos Wb y Fi
fue menos frecuentes y generalmente mas débil en estos aislamientos. El fago Tb
lisé a los aislamientos de las focas de puerto (Cystophora cristata) y en delfines

listados (Stenella caeruleoalba). *’

En las pruebas de aglutinaciéon en placa todos los aislamientos aglutinaron
con el antisuero monoespecifico A y mediante el antisuero monoespecifico M;
ninguno de estos antigenos fueron aglutinados mediante antisuero

monoespecifico R o Acriflavina al 0.1 %. 5%

En investigaciones recientes con grupos de ballenas minke (Balaenoptera
acutorostrata), al Oeste del Pacifico Norte, se han reportado entre 9 y 50% de
positividad en la deteccion de anticuerpos contra Brucella, asi como un intervalo
de entre el 5 al 50% de cambios patolégicos en los 6rganos reproductivos de las
ballenas, sugerentes a infecciones ocasionadas por Brucella. “ En oso polar
(Ursus maritimus), principal depredador de mamiferos marinos, se ha detectado

una seroprevalencia del 5.4% a la presencia de anticuerpos contra Brucella. 25

La inoculacion endovenosa de Brucella, proveniente de aislamientos de
focas de puerto (Cystophora cristata), en cabras y ovejas gestantes, generd
abortos; mientras que al inocular por via conjuntival Brucella, aislada de marsopas
(Phocoena phocoena), foca comun (Phoca vitulina) y delfines nariz de botella

(Tursiops truncatus) provenientes de Escocia, los animales permanecieron
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seronegativos, carentes de signologia y sin presentar abortos. * En
investigaciones recientes se reportan casos de Brucella en humanos relacionados
a nivel laboral con mamiferos marinos. Estos trabajadores presentaron la
sintomatologia caracteristica de la brucelosis ademas de existir evidencia de una
relacion entre la infeccion por Brucella proveniente de mamiferos marinos y los
granulomas intracerebrales causados por una neurobrucelosis en estos pacientes.

44, 45

ECOSISTEMAS MARINOS

La salud de los ecosistemas marinos es un concepto nuevo y poco definido,
debido a la enorme diversidad biologica albergada por los océanos y a los
estudios ecoldgicos escasos los cuales limitan nuestra habilidad para definir el
bienestar de este ecosistema. Un ecosistema saludable es aquel que se mantiene
estable o el cual no va en decremento en cuanto a su abundancia de especies y
diversidad y donde no puede observarse una degradacién ambiental por los
frecuentes eventos de contaminacibn o cosechas no sustentables. Estos
ecosistemas no presentan frecuentemente enfermedades o intoxicaciones
emergentes o reemergentes con implicaciones negativas para el humano vy la
salud de la vida silvestre, los cuales son indicadores o especies claves para

evaluar el deterioro del ecosistema.

Los ecosistemas marinos experimentan multiples estresores simultaneos,

los cuales afectan claramente la salud de los vertebrados marinos. En algunas

ocasiones, la pérdida del habitat es aparente en todo el mundo, en areas costeras
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desarrolladas, las especies marinas tienden a concentrarse en pequefas areas
para comer, aparearse, anidar y salir de su espacio vital haciéndolos mas

susceptibles ante el hombre, la explotacién pesquera, agentes infecciosos, la

floracion de algas y contaminantes del medio ambiente. 5 '

El tamario de los océanos hace imposible evaluar el estado de salud del ambiente
marino en su totalidad. La investigacion cientifica adecuada y los programas de
monitoreo, son necesarios para una escala de evaluacion del presente y el futuro

de la salud de estos fragiles ecosistemas.

Recientemente, los eventos de mortalidad que involucran a varias especies
de vertebrados en los diversos niveles troficos pueden ser usados para medir la
salud de los océanos. Los mamiferos marinos, particularmente, son especies
indicadoras al ser habitantes obligados de estos ecosistemas, pudiendo servir
como centinelas en disturbios que reflejan cambios en la salud del ambiente
costero. Ellos representan grupos de animales clave para monitorear la salud del
ecosistema marino, siendo una especie que ocupa el nivel mas alto en la cadena
alimenticia. * %' Ademas, algunas especies animales y vegetales tienden a
acumular lipidos solubles o contaminantes ambientales, los cuales reflejan la salud

del ecosistema marinos. 33152

La evolucién de las especies relaciona a algunos grupos de mamiferos
terrestres con los mamiferos marinos y ésto hace posible el desarrollo de pruebas

diagnosticas e inmunoensayos aplicables a especies marinas ademas de los
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conocimientos adquiridos en cetaceos, pinnipedos, sirénidos y otras especies
marinas cautivas que permiten designar y desarrollar técnicas para el muestreo y

evaluacion. %'

Las relaciones causa-efecto de los niveles de contaminantes persistentes,
los efectos de calentamiento y otros directamente relacionados con procesos de
enfermedad, tales como fallas reproductivas o inmunosupresién incrementan la
susceptibilidad a infecciones en poblaciones de mamiferos marinos y deben ser

interpretados con precaucion. 5%

La consanguinidad, el estrés, la diversidad genética y la contaminacién del
ecosistema por quimicos y toxinas pueden alterar la susceptibilidad de las
especies hospedadoras y limitar la habilidad de éstas, disminuyendo la resistencia
a enfermedades, lo que las vuelve mas susceptibles e incrementa la mortalidad

durante brotes de enfermedades.’®°"*

La salud de los mamiferos marinos y los programas de respuesta al
varamiento son utilizados para facilitar y diseminar datos de referencia sobre la
tendencia de salud en poblaciones de mamiferos marinos y oornelaciona} la salud
de éstos con los parametros ambientales y coordinar respuestas efectivas para
eventos de mortalidad inusual. “* % 5" E| muestreo hematolégico, parasitolgico,
sérico, histologico y microbioldgico de los mamiferos marinos varados o cautivos
apoya en la identificacion de la causa de muerte en problemas de salud en

poblaciones libres. % *'- 52
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Un numero importante de patégenos que pueden causar epizootias en
mamiferos marinos han sido identificados inicialmente en mamiferos marinos
varados. Para los problemas de salud en estas poblaciones libres, los mamiferos
marinos varados pueden fungir como centinelas de la salud de poblaciones de

pinnipedos salvajes. >

LOBO MARINO DE CALIFORNIA (Zalophus californianus)

El lobo marino de California (Zalophus californianus) pertenece a la orden
camivora, suborden Pinnipedia, familia Otariidae, su distribucién geogréfica
abarca desde las islas de Vancouver en Canada hasta Nayarit (al Oeste de

México). 5% 5455

La poblacion estimada va de los 204 000 a los 214 000 individuos. Los
parametros morfométricos de los machos adultos van de entre 2 a 2.5 m de
longitud corporal con un peso entre 200 a 400 Kg y son generalmente de color
café oscuro presentando un punteado de coloracion tenue evidente en la cabeza
cerca del extremo alto de la cresta sagital sobre el craneo, las hembras adultas

miden entre 1.5 a 2 m de longitud con un peso entre 50 a 110 Kg. > ¢

El lobo marino de California es esencialmente un animal costero, al cual es
dificil encontrarlo mas alla de 16 Km lejos de su lobera; manteniendo su mayor

actividad por la mafiana o por la noche. ** % %
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Su locomocién va desde un movimiento relajado hasta el galopeo en
superficies lisas, utilizando sus aletas las cuales le permiten un desplazamiento
terrestre o acuatico; al nadar, frecuentemente brincan sobre el agua formando
arcos superficiales para después sumergirse nuevamente, reportandose grupos de

5 a 20 individuos juveniles los cuales nadan en linea uno tras otro. % 54 %°

La dieta del Zalophus californianus consiste principalmente en cefalépodos
y pequeiios peces. Su jerarquia de dominancia esta basada primordialmente en el
tamaiio sin embargo se consideran individuos altamente gregarios apareandose

principalmente sobre terreno abierto. 5% 5% %

Su comportamiento reproductivo es una poligonia territorial. La gestacion es
de aproximadamente 11 meses, incluyendo una implantacion retardada de
aproximadamente 3 meses. Las hembras llegan a su sitio de paricién uno o dos
dias antes del parto, lo que ocurre a mediados de mayo e inicios de junio naciendo
una cria por parto, aunque en cautiverio se reportan partos gemelares con una
frecuencia de 1:1 (hembras:machos). El peso aproximado al nacimiento es de 6
Kg y 75 cm de longitud corporal manteniéndose al menos un afio en lactacién. 5*
%455 Durante este tiempo las hembras hacen viajes para alimentarse con una
duracién de aproximadamente dos dias y regresen a sus loberas para amamantar

a sus crias. 33 %% %8
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La madurez sexual de los individuos se presenta a los 9 afios en machos,
pero el acceso a las hembras depende en gran medida de su capacidad para
defender un territorio, el cual es indispensable para la reproduccion. En las
hembras se alcanza entre los 6 y 8 afos. La longevidad estimada es entre 18 y 22

afos. 5758 %

Resultados de estudios postmortem en lobos marinos del Gofo de California
arrojan resultados de las principales causas de muerte como las infecciones
parasitarias pulmonares y entéricas, trastornos gastrointestinales ocasionados por
E.coli, desnutricion, leptospirosis, neumonias bacterianas y bronconeumonias por
aspiracion. Existiendo también reportes acerca de la presencia de enfermedades
vesiculares y de la enfermedad del edema. *® Los estudios relacionados en esta
misma poblacién con Leptospira, muestran que los anticuerpos contra Lepfospira
interrogans presentan diferencia por colonia, causados posiblemente por
diferencias en la presencia de reservorios vertebrados en las islas y en las presas

consumidas por Zalophus californianus. *°

Un estudio sobre la presencia de anticuerpos contra Brucella spp en lobos
marinos de California (Zalophus californianus) en el Golfo de California, utilizando
diversas pruebas diagndsticas para Brucella spp en ganado muestra resultados
positivos en la prueba de tarjeta con dos diferentes concentraciones al 3% y al 8%,
fijacion de complemento y ELISA indirecto con LPS. Los resultados obtenidos
muestran una incidencia alta (5.4%) con dos de las pruebas empleadas. ' Estos

resultados son pioneros en la investigacion epidemiologica de Brucella spp en
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lobos marinos del Golfo de California, sin embargo no son concluyentes debido a
que se emplearon pruebas estandarizadas para el diagnostico de brucelosis
bovina (pruebas de tarjeta) y solo se evalud la respuesta inmune dejandose de
lado la deteccion del agente, ya sea por métodos de aislamiento o técnicas

moleculares.

En el presente trabajo se emplearon técnicas seroldgicas (ELISA con LPS y
OMP) para la deteccion de anticuerpos contra Brucella spp asi como medios
especiales para el aislamiento y métodos moleculares de mayor sensibilidad y
especificidad como la prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El
empleo de estas técnicas permite conocer con mayor exactitud la presencia de

Brucella spp.

El monitoreo constante de este agente en la poblacién de lobos marinos del
Golfo de California se vuelve indispensable para la prevencion y control de brotes
emergentes o reemergentes los cuales puedan ocasionar un desequilibrio en el

ecosistema y en la estabilidad biolégica de la especie. *°
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HIPOTESIS

No existen elementos que sugieran una infeccién por Brucella spp en lobos

marinos del Golfo de California (Zalophus californianus).

OBJETIVO GENERAL

Determinar mediante pruebas directas e indirectas de diagnéstico, la presencia de
una posible infeccion por Brucella spp en lobos marinos del Golfo de California

(Zalophus californianus).

MATERIAL Y METODOS

Poblacion en estudio. La localizacion geografica de la poblacion de lobos

marinos de California analizada en este trabajo es el Golfo de California, entre los
20 y 30° Norte y los 112 y 118 ° Oeste. Delimitandose por los estados de Baja
California y Baja California Sur hacia el oeste y Sonora, Sinaloa, Nayarit y parte de

Jalisco hacia el este (Figura 1).%°
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FIGURA 1. LOCALIZACION DE LOBERAS REPRODUCTIVAS EN EL GOLFO DE CALIFORNIA
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Muestras biolégicas.

Sueros. Se utilizaron 186 sueros de crias de lobos marinos del Goffo de

California (Zalophus californianus) de aproximadamente 2 meses de edad vy
algunos adultos reproductivos, obtenidos mediante contencién fisica en los afos
1995, 1997, 2002 y 2004. También fueron utilizadas 39 muestras de sangre
completa con EDTA y 61 muestras de sangre completa para hemocultivos

obtenidos en el afo 2004.

Las muestras bioldgicas analizadas fueron colectadas durante la temporada
reproductiva (julio — agosto) en distintos anos en las siguientes islas: Consagrada,
Lobos, Los Cantiles, Islotes San Jorge, San Ignacio, San Pedro Nolasco, San

Pedro Martir, San Esteban, El rasito, El partido y El granito.

Cepas. Para la obtencién de antigenos empleados en la técnicas serolégicas se

utilizaron una cepa de B. melitensis biotipo 1y la cepa 19 de B. abortus las cuales

fueron cultivadas en agar Brucella y caldo Brucella respectivamente.

Obtencién de proteinas de la membrana externa (OMP). Los cultivos
de Brucella melitensis fueron recolectados en 500 ml de una solucién
amortiguadora de fosfatos (1.9 mM NaH,PQO,, 8.1 Mm Na;HPO,4, 1564 Mm NacCl).
La solucién obtenida fue inactivada a 65°C durante 60 min, en bafo Maria,
posteriormente fue sonicado en un homogenizador ultrasonico (Cole parmer,®

California. EUA) 5 ciclos de 6 seg por 9 seg de descanso a una amplitud del 40% y
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un tono del 35% para centrifugar (Centrifuga Beckman® L8-80 California. EUA) a
6000 xg a 4 °C durante 15 m. La pastilla fue resuspendida en 10 ml de una
solucion con inhibidores de proteasas (SIP) (300 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH
7.6, 1 mM PMSF, 0.1 mM TLCK) con 5% de triton X100 e incubado a 37°C
durante 2 h. Al finalizar el tiempo de incubacion se centrifugd a 6000 xg a 4°C
durante 15 m recuperando el sobrenadante para centrifugarlo a 15000 xg a 4 °C
durante 30 m. La pastilla obtenida fue suspendida en 10 ml de una solucién
inhibidora de proteasas (SIP) y se repiti6 el protocolo de centrifugacion, la pastilla

fue suspendida en 500 ul de SIP almacenandose a —80°C hasta su uso.*

Obtencion de lipopolisacarido de la membrana externa (LPS). Dos

matraces con 500 ml de caldo Brucella fueron inoculados con B. abortus y se
incubaron en agitacion constante a 37°C durante 72 h, al término de este tiempo el
cultivo se centrifugé a 5000 xg durante 20 m, desechando el sobrenadante. La
pastilla se pes6 y se le agregé agua bidestilada estéril, en una proporcién de 1g
3.3 ml. Esta suspensién se homogenizé, esterilizandose a 121 °C, 15 Ib por 15 m,
después se centrifugo a 12000 xg durante 15 m. El sobrenadante se precipité con
3 volumenes de etanol al 95 % a 4°C con agitacion durante 18 h. Al término de
este tiempo se centrifugo a 45000 xg a 5 °C durante 15 minutos, colectandose la
pastilla en 50 pl de etanol, esta pastilla se centrifugd a temperatura aita con vacio
en un equipo SAVANT® SC110 (Nueva York. EUA). Después el pellet fue pesado

y resuspendido en agua bidestilada estéril. Finalmente se agregd proteinasa K y
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se incubd a 37 °C durante 4 h y almacenandose en congelaciéon a —80°C hasta su

utilizacion.

Cuantificacion de proteinas. La determinacién de la concentracion de

proteina se realizd mediante el método de Bradford utilizando un
espectrofotometro a una longitud de onda de 595 nm. El método de 'Bradford
consiste en comparar el valor de absorbancia obtenido en una curva de
calibracién, preparada con albumina sérica bovina (ASB) con el valor de
absorbancia obtenido de la muestra problema. Este método fue ajustado para
realizarse a concentraciones de 1, 2, 4, 6, 8, 10 ug/ml de ASB, incluyéndose agua
bidestilada como solucién blanco. Las lecturas que se obtuvieron en la curva de
calibracién, fueron utilizadas para calcular la concentracién de la muestra

problema. *

Hidrélisis de proteinas de membrana externa de Brucella
melitensis . Previo a su cuantificacion las proteinas se hidrolizaron en la

siguiente forma: 30 ul de muestra de proteina se le agregé 1 ml de acido
tricloroacético al 5% y se incubé 10 m en hielo. Después la pastilla se
resuspendié en 1 ml de hidréxido de sodio 0.4 N homogenizandolo con ayuda de

un vortex.*
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Geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS). Se

utilizé una camara de electroforesis (Mini-PROTEAN II, BIO-RAD® California.
EUA), para electroforesis vertical. Los geles separadores fueron preparados al
12% de poliacrilamida en 0.375 M Tris, pH 8.8 y los geles concentradores a 4%
de poliacrilamida en 0.125 M Tns, pH 6.8. Las proteinas fueron hervidas, 5 m
previo a su separacion electroforética, con 20 yl amortiguador de muestra (25 mM
tris, pH 6.8, 10% SDS, 1 % betamercapto-etanol, 15 % glicerol, 0.005% azul de
bromofenol). La cantidad de proteinas utilizada por pozo fue de aproximadamente
40 pg. Las muestras de OMP de Brucella melitensis fueron separadas por
electroforesis a 75 volts durante 4 h y los geles fueron tefiidos con azul de
Coomasie. En el caso del LPS de B. abortus, se emplearon también a 75 volts

durante 4 h y los geles se tifieron con nitrato de plata (Ag NO3).*

Tratamiento de desnaturalizacion parcial del antigeno previo a su

fijacion en las placas. Una alicuota de OMP con 130 ng, se le adicion6 1 ul

betamercapto-etanol, 10 ul SDS al 10% Y 39 ul de SIP y se hirvié durante 5 m en
bano Maria, después se realizaron las diluciones correspondientes con PBS 7.2

para fijar la proteina en las placas.*®

Unidn del antigeno a la fase sélida. Para la fijacion del antigeno a la fase

solida, se utilizaron microplacas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano
(NUNC® California. EUA), para lectura colorimétrica. Las OMP, fueron diluidas

con PBS pH 7.2 para obtener una concentracién final de proteinas (ag) a 2
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ug/pozo. Sélo este antigeno fue sometido al tratamiento de desnaturalizacion
parcial previo a su fijacion en las microplacas. En el caso de la fijacién del LPS a la
fase solida, se utilizo también PBS pH 7.2 para obtener una concentracion final de
LPS de 1.5 ug por pozo. Para obtener una menor variacion, la linea periférica de
pozos no fue utilizada. El antigeno se fijo colocando 100 ul de la solucién de
antigeno correspondiente e incubando las placas a temperatura ambiente durante
24 h. Al término de éste tiempo las placas se lavaron en un lavador de microplacas
(Immunowash 1250 BIO-RAD® California. EUA) por tres ocasiones con 250
ul/pozo de PBS-Tween (10 mM PBS, pH 7.2 0.05% de Tween 20). Para bloquear
las placas se agregaron 200 ul de una solucién de albamina al 1% a cada pozo
dejandose incubar a temperatura ambiente durante 2 h, para finaimente lavar

después durante tres ocasiones con PBS-Tween.*

Realizacion de la técnica de ELISA (OMP y LPS). Se realizaron

diluciones triples seriadas a partir de 1/50 y hasta 1/12150 con un volumen final de
100 ul , se cubrié y se incubod a 37°C durante 2 h. La placa se lavd tres ocasiones
con 250 pl/pozo de PBS-Tween. El conjugado utilizado fue 0.5 pg/ml de proteina
G con peroxidasa. La placa se incub6 a 37 °C durante 1 h. Las placas se lavaron
tres ocasiones con 250 pl/pozo de PBS-Tween, en un lavador de microplacas. Al
término del lavado se prepard la solucién sustrato-cromoégeno.con 10 ml de
solucion citrato (0.2M fosfato de sodio, 0.1 M acido citrico), 1.5 mg de cromoégeno
(Acido 2,2°-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic- ABTS-),1 ul de H,O, Se

adicionaron 100 pl de solucién sustrato-cromégeno por pozo con una micropipeta
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multicanal, se incubd a temperatura ambiente en oscuridad, durante 10, 20 y 30 m.
determinandose la absorbancia (DO) con un lector de microplacas (3550 BIO-
RAD® California. EUA), a una longitud de onda de 405 nm. Cada placa conté con

su control positivo, control negativo y blanco.*

Extraccion de ADN de sangre de lobos marinos del Golfo de
California. Se tomaron 5 ml de sangre con anticoagulante para centrifugarla a

2500 xg durante 10 m, después de esto se recuperd el paquete blanco con un
tubo capilar y se transfiri6 a un tubo de 1.5 ml. A estas células se les agregd
solucion de lisis (agua estéril, 0.5 % de triton X 100, 20 yg/ml de proteinasa K),
dejandose incubar a 37° C por 15 minutos. Después de esto se agregd
fenol:.cloroformo en proporcion 1:1 y se centrifugé a 10000 xg durante 5 m,
recuperandose el sobrenadante. Al sobrenadante se le agregdé 1/10 del volumen
total de acetato de sodio 3M pH 6.0 y 2 % voliumenes etanol al 100% frio.
Finalmente, la mezcla se centrifugd a 12000 xg durante 12 m. El pellet final fue

resuspendido en tris-EDTA 10:1.

Realizacién de la técnica de reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) para la deteccion de ADN de Brucella spp en muestras
sanguineas.

Los iniciadores empleados fueron 5-ACGCAGTCAGACGTTGCCTAT-3, y 5
GAGGCTGAAAGATGGTGCG-3. Estos iniciadores amplifican una region de la

proteina de 31 kDa de Brucella, la cual ha sido reportada como altamente
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conservada en éste género. La PCR se realizé en grupos de 10 muestras, para lo
cual se prepar6 una solucion de con 50 pl de Buffer 10X (Marca Altaenzymes), 60
pl de MgCl; 50 mM (marca Altaenzymes), 270 ul de agua estéril, 30 yl de DNTPS
10 mM, 20 ul de cada uno de los iniciadores y 25 Ul de taq polimerasa (marca
Altaenzymes). Después de homogenizarse se hicieron 10 alicuotas de 45 pl a las
cuales se les agregd 2 ul de ADN de lobo marino. Cada grupo de 10 muestras
conté con su control positivo (ADN de B. melitensis) y control negativo (agua
estéril). Las condiciones del ciclo de PCR empleadas fueron: una
desnaturalizacion inicial de 94°C durante 5m y 30 ciclos de 94 °C durante 1m, 52
°C durante 1m y 72 °C durante 1m, con una extension final de 72°C durante 4m,
hasta concluir con 4°C. realizandose en un termociclador (TECHNE® FTGRADZD
Cambridge. Inglaterra) Para la observacion de los productos de amplificacion, las
muestras se colocaron en geles de azarosa al 0.8%, para realizar una
electroforesis a 85 volts durante 30 m en una camara horizontal para electroforesis
(GIBCO® BRL HORIZON 58 Califomia. EUA). Estos geles fueron tefidos con

bromuro de etidio.

Aislamiento de Brucella en medio bifasico Ruiz Castaifieda. Se

elaboraron medios bifasicos para hemocultivo de acuerdo al protocolo descrito por
Ruiz Castafieda.®? Brevemente 5 ml de sangre fueron inoculados en cada botella y
homogenizados. Estas botellas fueron incubadas a 37°C por tres semanas
realizando diariamente una inspeccidon y homogenizacion. Al término de este

tiempo las botellas sin crecimiento fueron desechadas.
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Analisis estadistico. Los resultados en las lecturas de densidad 6ptica de la

prueba de ELISA, con OMP y LPS como antigeno de captura fueron analizados

mediante analisis de varianza P < 0.05. ®

RESULTADOS
Obtencion de proteinas de la membrana externa de Brucella

melitensis. Con el fin de obtener dos antigenos distintos, Utiles en las pruebas

de ELISA se extrajeron lipopolisacaridos y OMP de Brucella abortus y Brucella
melitensis respectivamente de acuerdo a las metodologias antes descritas. Las
proteinas de la membrana externa extraidas fueron visualizadas a través de
electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes,
tenidos con azul de Coomasie. El peffil electroforético obtenido consistié de varias
bandas de proteinas de entre ellas; 14 se aprecian bien definidas (Figura 2). Estas
proteinas podrian ubicarse dentro de algunos de los grupos de la clasificacién
propuesta para OMP de Brucella spp por ejemplo dos de ellas, con pesos
aproximados de 81.2 y de 97.7 kDa; se podrian ubicar dentro del grupo 1, de igual
forma las bandas de aproximadamente 33.1 y 39.8 kDa, las cuales se observan
bien definidas, se podrian clasificar como pertenecientes al grupo 2. Finalmente
las bandas de 25.7 y 32.3 kDa podrian ubicarse dentro del grupo 3. Trabajos
previos realizados por nuestro grupo han mostrado la utilidad de estas proteinas

como antigeno captura en las pruebas de ELISA (Figura 2).
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Una vez obtenido el perfil electroforético de las OMP y comprobandose su
integridad, éstas fueron cuantificadas por el método de Bradford, la concentracion

obtenida fue de 8.051 ng/ul. Estas proteinas fueron conservadas en congelacion

a -80°C hasta su utilizacion.

1 2
MARCADOR
DE PESO
PESO MOLECULAR MOLECULAR
APROXIMA
PROX PO 172.6 kDa
Grupo 158.4 kDa
104.7 kDa 111.4 kDa
Banda 3 97.7 kDa
Banda 4 81.2 kDa 79.6 kDa
Banda 5 74.1 kDa
Grupo 66 kDa 61.3kDa
60.2 kDa
Banda 8 47.8 kDa
Banda 9 46.7 kDa 49.0 kDa
Banda 10 39.8 kDa
Banda 11 33.1 kDa

36.4 kDa
Grupo 32.3 kDa

25.7 kDa
Banda 14 20.8 kDa

Figura 2: Foto de un gel de poliacrilamida al 12% en donde se observan en el carril 1 las proteinas de la
membrana externa de Brucella melitensis utilizada como antigeno en este trabajo. En el carril 2 se muestra el
marcador de peso molecular (BENCHMARK).
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Obtencion de lipopolisacarido (LPS) de Brucella abortus. El

segundo antigeno empleado en las pruebas de ELISA, fue el LPS, dado su
caracter altamente inmunogénico, Este mismo antigeno es empleado 'en otras
pruebas seroldgicas para el diagnéstico de brucelosis. El LPS de B. abortus fue
obtenido de acuerdo a la metodologia antes descrita*®® y fue visualizado también
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes; la tincién empleada en este caso fue nitrato de plata. En el gel
se observé una banda difusa que va desde los 40 hasta los 75 kDa lo cual
corresponde a lo descrito para el LPS de Brucella spp (Figura 3). Con la finalidad
de verficar la pureza del LPS, una muestra no fue tratada con proteinasa K, como
se aprecia en la fotografia (Figura 3, carril 2), en esta muestra es posible observar
todavia bandas de proteinas, mismas que no se observaron cuando la muestra es
tratada con proteinasa K (Figura 3, camil 1 y 3). El LPS obtenido con esta
metodologia fue deshidratado y pesado para su uso posterior como antigeno de

captura en la prueba de ELISA.
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Banda LPS

40-75 kDa
con 61.3 kDa
proteinasa
K
LPS 40-70 kDa
LPS sin
proteinasa
K

Figura 3: Foto de un gel de poliacrilamida al 12% en donde se observa en los carriles 1 y 3 el LPS de Brucella
abortus tratado con proteinasa K. En el carril 2 el LPS de Brucella abortus sin tratamiento con proteinasa K;
en este carril se pueden apreciar varias bandas de proteinas. En el carril 4 el Marcador de peso molecular
(BENCHMARK).
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ELISA con sueros de lobos marinos. Una vez obtenidos los antigenos

para el ELISA indirecto, se procedid a fijarlos en las placas, a las concentraciones
antes descritas. Previo a la evaluacion de los sueros de los lobos marinos, estas
placas fueron evaluadas con grupos de caprinos positivos al aislamiento de
Brucella y animales negativos, mediante las pruebas serolégicas convencionales
(aglutinacion vy fijacién de complemento) provenientes de un hato caprino libre de
brucelosis. Estos mismos sueros fueron empleados como controles en cada una
de las placas donde se evaluaron los sueros de los lobos marinos. En la primera
parte de esta evaluacion, las lecturas obtenidas con los sueros control muestran
una curva donde en diluciones muy bajas o muy altas es posible observar que los
grupos control tienden a formar un solo grupo, sin embargo en diluciones
intermedias es posible establecer a estos animales como dos grupos distintos
(Figura 4). Lo cual es util para establecer si la existencia de anticuerpos en la
poblacién de estudio es significativo para establecer la presencia o exposicion al
agente estudiado. En cada una de estas diluciones se realizé la prueba de
hipotesis:
Ho A=B

Ha A#B

Donde: A corresponde a las lecturas obtenidas con los animales positivos y B

corresponde a las lecturas de los animales negativos.
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Los resultados obtenidos en los grupo control implican un rechazo de la
hipétesis nula, confirmando la hipotesis alterna A # B con una significancia de

T=0.05.

Debido a que el segundo anticuerpo empleado en el ELISA con los sueros
fue proteina G unida a peroxidasa. Este mismo ensayo se realizd con esta

proteina obteniéndose los mismos resultados (Figura 5).

Cuando el antigeno utilizado fue LPS, los resultados obtenidos fueron los
mismos (dato no mostrado). De acuerdo a lo anterior, las lecturas quedaron
establecidas en las diluciones 1/150 y 1/450, para ambos antigenos (OMP y LPS)
con un tiempo de lectura de 20 m y con las condiciones de antigeno y cromégeno

sustrato especificadas en material y métodos.

Una vez establecidas las condiciones de la prueba de ELISA con OMP de
B. melitensis y LPS de B. abortus como antigenos de captura, se continué con el
analisis de los 186 sueros de lobos marinos de las loberas antes mencionadas
(Tabla 1). En cada placa se analizaron 8 sueros de lobo marino junto con un suero

control positivo, un suero control negativo y un blanco.
Las lecturas obtenidas con estos sueros en el ELISA-OMP y ELISA-LPS se

mostraron por debajo de las obtenidas para los animales control positivo, de tal

forma que la prueba de hipétesis confirmé que no existian elementos para
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considerar en esta poblacién la presencia significativa de anticuerpos contra
Brucella spp (Figura 6). Es decir, no se puede suponer la presencia de una
infeccién activa en esta poblacion, este hecho esta correlacionado con la

epidemiologia descrita en la zona.

TABLA 1. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ELISA CON PME Y LPS DE Brucella spp.

OBTENIDOS CON SUEROS DE LOBOS MARINOS DEL GOLFO DE CALIFORNIA

ELISA
ISLA SUERO PME ELISA LPS
SAN ESTEBAN 1-95 NEGATIVO | NEGATIVO
2-95 NEGATIVO | NEGATIVO
SAN JORGE 3-95 NEGATIVO | NEGATIVO

4-95 NEGATIVO | NEGATIVO
5-95 NEGATIVO [ NEGATIVO
6-95 NEGATIVO | NEGATIVO
7-95 NEGATIVO | NEGATIVO
8-95 NEGATIVO | NEGATIVO
LOS CANTILES 9-95 NEGATIVO | NEGATIVO

ISLOTES 1-97 NEGATIVO | NEGATIVO
2-97 NEGATIVO | NEGATIVO
3-97 NEGATIVO | NEGATIVO
4-97 NEGATIVO | NEGATIVO
5-97 NEGATIVO | NEGATIVO
6-97 NEGATIVO | NEGATIVO
7-97 NEGATIVO | NEGATIVO
8-97 NEGATIVO | NEGATIVO
9-97 NEGATIVO | NEGATIVO
10-97 NEGATIVO | NEGATIVO ‘
11-97 NEGATIVO | NEGATIVO ‘
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TABLA 1. Continuacién

ELISA ELISA
ISLA SUERO PME* LPS*

ISLOTES 12-97 NEGATIVO | NEGATIVO
13-97 NEGATIVO | NEGATIVO

14-97 NEGATIVO [ NEGATIVO

15-97 NEGATIVO [ NEGATIVO

16-97 NEGATIVO | NEGATIVO

1797 NEGATIVO | NEGATIVO

18-97 NEGATIVO | NEGATIVO

19-97 NEGATIVO | NEGATIVO

20-97 NEGATIVO | NEGATIVO

21-97 NEGATIVO | NEGATIVO

2297 NEGATIVO [ NEGATIVO

ISLOTES 1-02 NEGATIVO | NEGATIVO
2-02 NEGATIVO | NEGATIVO

3-02 NEGATIVO | NEGATIVO

4-02 NEGATIVO | NEGATIVO

5-02 NEGATIVO | NEGATIVO

6-02 NEGATIVO | NEGATIVO

7-02 NEGATIVO | NEGATIVO

8-02 NEGATIVO | NEGATIVO

9-02 NEGATIVO | NEGATIVO

10-02 NEGATIVO | NEGATIVO

11-02 NEGATIVO | NEGATIVO

12-02 NEGATIVO | NEGATIVO

13-02 NEGATIVO | NEGATIVO

14-02 NEGATIVO | NEGATIVO

15-02 NEGATIVO | NEGATIVO
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TABLA 1. Continuacion

ELISA
ISLA SUERO PME | ELISA LPS
SAN IGNACIO 16-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
17-02__ | NEGATIVO | NEGATIVO
18-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
19-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
20-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
I 2102 | NEGATIVO | NEGATIVO
22-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
23-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
24-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
25-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
26-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
27-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
28-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
29-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
30-02 | NEGATIVO | NEGATIVO

SAN PEDRO

NOLASCO 31-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
32-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
33-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
34-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
35-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
36-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
37-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
38-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
39-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
40-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
41-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
42-02__ | NEGATIVO | NEGATIVO
43-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
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TABLA 1.

Continuacion

ELISA
ISLA SUERO PME ELISA LPS
SAN PEDRO MARTIR 44-02 NEGATIVO | NEGATIVO
45-02 NEGATIVO | NEGATIVO
46-02 NEGATIVO | NEGATIVO
47-02 NEGATIVO | NEGATIVO
48-02 NEGATIVO | NEGATIVO
49-02 NEGATIVO | NEGATIVO
50-02 NEGATIVO | NEGATIVO
51-02 NEGATIVO | NEGATIVO
52-02 NEGATIVO | NEGATIVO
53-02 NEGATIVO | NEGATIVO
54-02 NEGATIVO | NEGATIVO
55-02 NEGATIVO | NEGATIVO
SAN ESTEBAN 56-02 NEGATIVO | NEGATIVO
57-02 NEGATIVO | NEGATIVO
58-02 NEGATIVO | NEGATIVO
59-02 NEGATIVO | NEGATIVO
60-02 NEGATIVO | NEGATIVO
61-02 NEGATIVO | NEGATIVO
62-02 NEGATIVO | NEGATIVO
63-02 NEGATIVO | NEGATIVO
64-02 NEGATIVO | NEGATIVO
65-02 NEGATIVO | NEGATIVO
66-02 NEGATIVO | NEGATIVO
EL RASITO 67-02 NEGATIVO | NEGATIVO
68-02 NEGATIVO | NEGATIVO
69-02 NEGATIVO | NEGATIVO
70-02 NEGATIVO | NEGATIVO
71-02 NEGATIVO | NEGATIVO
72-02 NEGATIVO | NEGATIVO
73-02 NEGATIVO | NEGATIVO
74-02 NEGATIVO | NEGATIVO
75-02 NEGATIVO | NEGATIVO
76-02 NEGATIVO | NEGATIVO
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TABLA 1. Continuacién

ELISA

ISLA SUERO PME ELISA LPS

EL PARTIDO 77-02 NEGATIVO | NEGATIVO
78-02 NEGATIVO [ NEGATIVO

79-02 NEGATIVO | NEGATIVO

80-02 NEGATIVO | NEGATIVO

81-02 NEGATIVO [ NEGATIVO

82-02 NEGATIVO [ NEGATIVO

83-02 NEGATIVO | NEGATIVO

84-02 NEGATIVO | NEGATIVO

85-02 NEGATIVO | NEGATIVO

EL GRANITO 86-02 NEGATIVO | NEGATIVO
87-02 NEGATIVO | NEGATIVO

88-02 NEGATIVO | NEGATIVO

89-02 NEGATIVO | NEGATIVO

90-02 NEGATIVO | NEGATIVO

91-02 NEGATIVO | NEGATIVO

92-02 NEGATIVO | NEGATIVO

93-02 NEGATIVO | NEGATIVO

94-02 NEGATIVO | NEGATIVO

95-02 NEGATIVO | NEGATIVO

LOS CANTILES 96-02 NEGATIVO | NEGATIVO
97-02 NEGATIVO | NEGATIVO

98-02 NEGATIVO [ NEGATIVO

99-02 NEGATIVO | NEGATIVO

100-02 NEGATIVO | NEGATIVO

101-02 NEGATIVO | NEGATIVO

102-02 NEGATIVO | NEGATIVO

103-02 NEGATIVO | NEGATIVO

EL PARTIDO 77-03 NEGATIVO | NEGATIVO
78-03 NEGATIVO | NEGATIVO

79-03 NEGATIVO | NEGATIVO

80-03 NEGATIVO | NEGATIVO

81-03 NEGATIVO | NEGATIVO

82-03 NEGATIVO | NEGATIVO

83-03 NEGATIVO | NEGATIVO

84-03 NEGATIVO | NEGATIVO

85-03 NEGATIVO | NEGATIVO
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TABLA 1. Continuacion

( ELISA
ISLA SUERO PME ELISA LPS
CONSAGRADA 114-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
115-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
116-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
117-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
118-02 NEGATIVO | NEGATIVO
119-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
120-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
121-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
122-02 | NEGATIVO | NEGATIVO
LOBOS 01-04 NEGATIVO | NEGATIVO
02-04 NEGATIVO | NEGATIVO
LOS CANTILES 03-04 NEGATIVO | NEGATIVO
04-04 NEGATIVO | NEGATIVO
EL GRANITO 05-04 NEGATIVO | NEGATIVO
06-04 NEGATIVO | NEGATIVO
07-04 NEGATIVO | NEGATIVO
08-04 NEGATIVO | NEGATIVO
09-04 NEGATIVO | NEGATIVO
10-04 NEGATIVO | NEGATIVO
11-04 NEGATIVO | NEGATIVO
12-04 NEGATIVO | NEGATIVO
ISLOTES 13-04 NEGATIVO | NEGATIVO
14-04 NEGATIVO | NEGATIVO
15-04 NEGATIVO | NEGATIVO
16-04 NEGATIVO | NEGATIVO
17-04 NEGATIVO | NEGATIVO
18-04 NEGATIVO | NEGATIVO
19-04 NEGATIVO | NEGATIVO
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TABLA 1. Continuacién

SAN ESTEBAN 20-04 NEGATIVO | NEGATIVO
21-04 NEGATIVO | NEGATIVO
22-04 NEGATIVO | NEGATIVO
23-04 NEGATIVO | NEGATIVO
24-04 NEGATIVO | NEGATIVO
25-04 NEGATIVO | NEGATIVO
26-04 NEGATIVO | NEGATIVO
27-04 NEGATIVO | NEGATIVO
SAN JORGE 28-04 NEGATIVO | NEGATIVO
29-04 NEGATIVO | NEGATIVO
30-04 NEGATIVO | NEGATIVO
31-04 NEGATIVO | NEGATIVO
32-04 NEGATIVO [ NEGATIVO
33-04 NEGATIVO | NEGATIVO

* Los resultados negativos representan valores de absorbancia inferiores a los obtenidos con los controles
positivos, los cuales en la prueba de hipotesis mostraron una diferencia significativa con estos ‘lltimos P <
0.05 .
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Figura 4. Valores de absorbancia obtenidos en la prueba de ELISA utilizando OMP como antigeno de
captura e IgG caprino como anticuerpo secundario. Se muestra el comportamiento de los sueros controles
positivos (C+) y controles negativos (C-) ; observandose la separacién de ambas poblaciones.
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Figura 5. Valores de absorbancia obtenidos en la prueba de ELISA utilizando OMP como antigeno de captura
y proteina G como anticuerpo secundario. Se muestra el comportamiento de los sueros controles positivos
(C+) y controles negativos (C-); observandose la separacion de ambas poblaciones.
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Figura 6. Valores de absorbancia obtenidos en ia pruebas de ELISA utilizando LPS como antigeno de
captura y proteina G como anticuerpo secundario. Se muestra el comportamiento de los sueros controles
positivos (C+) y controles negativos (C-); observandose la separacion de ambas poblaciones.
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Hemocultivo en medio bifasico (Ruiz Castafieda) Para establecer la

presencia de un agente en una poblaciéon, no se considerd suficiente la evidencia
serologica, por lo que se intentd el aislamiento a partir de 61 muestras clinicas
(sangre completa) de lobos marinos obtenidas en el afio 2004 de las loberas: San
Jorge, San Esteban, El Granito, Los Cantiles, Islotes, Lobos, Rasito, Maéhos y El
Partido, para lo cual se utilizaron medios bifasicos (ver figura 3) empleados en el
aislamiento de Brucella spp. a partir de muestras sanguineas. En estos medios se
agregaron 5 ml de sangre completa de lobo marino asegurandose que la sangre
se homogenizara con el medio liquido. Los medios inoculados fueron incubados a
37°C durante tres semanas, realizandose una inspeccién diaria, durante todo este
tiempo so6lo un hemocultivo presenté crecimiento el cual fue identificado como un
contaminante, los otros cultivos no presentaron ningun tipo de crecimiento

considerandose negativos (Tabla 2).

Sl - —aﬁ

Figura 7: Fotografia de un medio bifasico inoculado con 5 ml. de sangre de lobo marino, en donde se aprecia
ausencia de crecimiento bacteriano tanto en el medio liquido como en el medio sélido.
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TABLA 2. RESULTADOS DE HEMOCULTIVOS EN MEDIOS BIFASICOS

ISLA MUESTRA | RESULTADO* ISLA MUESTRA | RESULTADO *
EL
LOBOS LCA1 NEGATIVO | GRANITO GM-3 NEGATIVO
LM-3 NEGATIVO GM-4 NEGATIVO
LM-2 NEGATIVO GM-1 NEGATIVO
LM-1 NEGATIVO GC-3 NEGATIVO
LP-2 NEGATIVO GM-2 NEGATIVO
GM-5 NEGATIVO
EL RASITO 1 NEGATIVO GC-4 NEGATIVO
2 NEGATIVO X1 NEGATIVO
3 NEGATIVO X2 NEGATIVO
4 NEGATIVO X3 NEGATIVO
5 NEGATIVO X4 NEGATIVO
X5 NEGATIVO
MACHOS 1 NEGATIVO X6 NEGATIVO
2 NEGATIVO
3 NEGATIVO ISLOTES IM-4 NEGATIVO
NEGATIVO IM-1 NEGATIVO
LOS
CANTILES CCA1 NEGATIVO IC-3 NEGATIVO
CM-1 NEGATIVO IC-2 NEGATIVO
IM-3 NEGATIVO
SAN ESTEBAN | SEM-3 NEGATIVO IM-2 NEGATIVO
SEC-1 NEGATIVO IC1 NEGATIVO
SEM-1 NEGATIVO IM-2A NEGATIVO
SEM-4 NEGATIVO IM-2B NEGATIVO
SEM-2 NEGATIVO IC-2A NEGATIVO
SEC-2 NEGATIVO IC-1A NEGATIVO
IM-4A NEGATIVO
SAN JORGE JM-4 NEGATIVO
EL
JC-3B NEGATIVO | PARTIDO N1 NEGATIVO
JM-2 NEGATIVO N2 NEGATIVO
JC-1 NEGATIVO N3 NEGATIVO
JM-3 NEGATIVO N4 NEGATIVO
JM-1 NEGATIVO N5 NEGATIVO
JM-5 NEGATIVO
BM NEGATIVO

*Negativo fue considerado al no presentarse crecimiento en el medio, después de tres semanas de incubacién

a 37°C.
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Prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Para

confirmar los resultados obtenidos en el aislamiento se realizé la prueba de PCR.
En esta prueba se utilizé6 ADN extraido a partir del paquete blanco de 39 muestras
de sangre con EDTA de lobos marinos de las loberas: San Jorge, El Granito, El
Rasito, San Esteban, Islotes, El Partido, Lobos y Cantiles. El propésito de utilizar
el paquete blanco fue evidenciar la presencia del microorganismo en estos
animales ya que de existir una infeccién activa por Brucella spp. uno de los sitios
de replicaciéon de este microorganismo serian los macréfagos y la PCR, al ser una
prueba de alta especificidad, detectaria la presencia de este agente en la

poblacién de lobos marinos estudiada en este trabajo.

Previo a la realizacion de la técnica de PCR, cada una de las extracciones
de ADN del paquete blanco de los lobos marinos, fueron visualizadas a través de
electroforesis en geles de agarosa tefidos con bromuro de etidio. Los resultados
obtenidos muestran distintas cantidades de ADN en cada una de las extracciones

(Figura 8).

Posteriormente se procedio a realizar la técnica de PCR, cada ensayo conté
con un control positivo (ADN de Brucella melitensis) y un control negativo (H,O
estéril). Las reacciones de PCR fueron visualizadas mediante electroforesis en
geles de agarosa, tefiidos con bromuro de etidio. Los resultados obtenidos
muestran sélo el producto amplificado del control positivo y la ausencia de

amplificaciones en las muestras de lobos marinos (Figura 9 y tabla 3). Estos
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resultados concuerdan con lo obtenido en las pruebas serolégicas y de
aislamiento, por lo cual se puede concluir que la poblaciéon de lobos marinos
estudiada no presenta evidencia que indique el contacto con éste microorganismo

(ver tabla 4).

Figura 8: Gel de agarosa al 0.8% en donde se observan en el cami 1 el marcador A Hind!f (Invitrogene) y en
los siguientes carriles, el ADN extraido del paquete blanco de la sangre de los lobos marinos.
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1 23 4567891011

123,130 pb
6,557 pb

4,361 pb
Marcador A
2322 2027 pb

564 pb

Control +
300 pb

Figura 9: Gel de agarosa al 0.8 % en donde se observan los resultados obtenidos en la prueba de PCR. En
el carril 1 control negativo (sin amplificacion), carriles 2 al 9 ADN de lobos marinos (sin amplificacién de ADN
de Brucella spp.), carril 10 marcador A Hind Il y carmil 11 control positivo (amplificacion de un producto de
300 pb).
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TABLA 3. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE PCR PARA LA DETECCION DE ADN DE Brucella spp.

ISLA MUESTRA | RESULTADO ISLA MUESTRA | RESULTADO
EL

LOBOS LM-1 NEGATIVO | GRANITO GM-3 NEGATIVO
LM-2 NEGATIVO GM-4 NEGATIVO
LM-3 NEGATIVO GM-1 NEGATIVO
GC-3 NEGATIVO
EL RASITO 1 NEGATIVO GM-2 NEGATIVO
2 NEGATIVO GM-5 NEGATIVO
GC-4 NEGATIVO
LOS CANTILES CCA1 NEGATIVO X1 NEGATIVO
CM-1 NEGATIVO X2 NEGATIVO
X3 NEGATIVO

SAN ESTEBAN SEM-3 NEGATIVO
SEC-1 NEGATIVO | ISLOTES IM-4 NEGATIVO
SEM-1 NEGATIVO IM-1 NEGATIVO
SEM-4 NEGATIVO IC-3 NEGATIVO
SEM-2 NEGATIVO IC-2 NEGATIVO
SEC-2 NEGATIVO IM-3 NEGATIVO
SEC+4 NEGATIVO IM-2 NEGATIVO

EL

SAN JORGE JM-4 NEGATIVO | PARTIDO N1 NEGATIVO
JC-3B NEGATIVO N2 NEGATIVO

JM-2 NEGATIVO

JCA1 NEGATIVO

JM-3 NEGATIVO
JM-1 NEGATIVO
JM-5 NEGATIVO

*Negativo se considerd la muestra que no presento amplificacion.
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TABLA 4. RESULTADOS COMPARATIVOS DE LAS MUESTRAS EN LAS DISTINTAS PRUEBAS

REALIZADAS.
IDENTIFICACION [PCR [ CULTIVO | ELISA | MEDIA | MEDIA | ELISA | MEDIA | MEDIA
OMP' | OMP | OMP | LPS* | LPS | LPS
NEG? | POS® NEG® | POS®
GC4 R R 169 | 669 | 1.44 | 068 | 510 | 1.116
346 | 544 | 1.36 | .077 | .434 | 1.044
JM-3 - - 139 | 669 | 1.44 | 149 | 510 | 1.116
136 | 544 | 1.36 | 159 | .434 | 1.044
SEM<4 0.1 R - 340 | 669 | 1.44 | 082 | 510 | 1.116
193 | 544 | 1.36 | 101 | .434 | 1.044
GM-4 . R 256 | 669 | 1.44 | 302 | 510 | 1.116
312 | 544 | 136 | 221 | .434 | 1.044
LM-1 - . 468 | 669 | 144 | 083 | 510 | 1.116
355 | 544 | 1.36 | .082 | .434 | 1.044
SEC-1 1.0 - - 295 | 669 | 1.44 | 108 | 510 | 1.116
180 | 544 | 1.36 | .096 | .434 | 1.044
IM-1 0.1 - - 282 | 669 | 144 | 187 | 510 | 1.116
383 | 544 | 1.36 | 170 | .434 | 1.044
ICA 01 - N 171 | 669 | 1.44 | 100 | 510 | 1.116
288 | 544 | 1.36 | 122 | .434 | 1.044
IC2 1.0 - - 459 | 669 | 144 | 101 | 510 | 1.116
412 | 544 | 1.36 | 124 | .434 | 1.044
GM-2 - - 292 | 669 | 1.44 | 325 | 510 | 1.116
531 | 544 | 1.36 | 231 | 434 | 1.044
SEM-2 0.1 - - 466 | 669 | 144 | 087 | 510 | 1.116
330 | 544 | 1.36 | .093 | 434 | 1.044
LmM-3 - - 136 | 669 | 1.44 | 071 | 510 | 1.116
31 544 | 1.36 | .084 | .434 | 1.044
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TABLA 4. Continuacioén.

IDENTIFICACION | PCR [ CULTIVO | ELISA | MEDIA | MEDIA [ ELISA | MEDIA | MEDIA
OMP' | OMP | OMP | LPS* | LPS | LPS

NEG? | POS® NEG® | POS®

IM-2 0.1 - - 333 | 669 | 144 | 041 510 | 1.116
| 373 | 544 | 1.36 | 122 | 434 | 1.044

3C-3 - R 403 | 669 | 1.44 | 130 | 510 | 1.116
366 | 544 | 136 | .188 | .434 | 1.044

SEM-1 0.1 - - 554 | 669 | 1.44 | 198 | 510 | 1.116
541 | 544 | 1.36 | 195 | 434 | 1.044

GC3 - - 157 | 669 | 1.44 | 105 | 510 | 1.116
214 | 544 | 136 | 118 | .434 | 1.044

IC-3 1.0 - - 152 | 669 | 144 | 110 | 510 | 1.116
411 | 544 | 136 | 136 | .434 | 1.044

SEM-3 0.1 R - 427 | 669 | 1.44 | 093 | 510 | 1.116
233 | 544 | 136 | .095 | 434 | 1.044

GM-3 - - 273 | 669 | 144 | 183 | 510 | 1.116
306 | .544 | 1.36 | 164 | .434 | 1.044

GM-1 - - 290 | 669 | 144 | 189 | 510 | 1.116
433 | 544 | 1.36 | 203 | .434 | 1.044

GM-3 - - 201 | 669 | 144 | 103 | 510 | 1.116
301 | 544 | 1.36 | 109 | .434 | 1.044

JM-1 - - 315 | 669 | 1.44 | 185 | 510 | 1.116
236 | 544 | 1.36 | 213 | 434 | 1.044

IM-4 0.1 - - 387 | 669 | 1.44 | 196 | 510 | 1.116
348 | 544 | 1.36 | 185 | .434 | 1.044

JM-4 - - 119 | 669 | 144 | 150 | 510 | 1.116
153 | 544 | 1.36 | 180 | .434 | 1.044

cC-1 - - 124 | 669 | 1.44 | 070 | 510 | 1.116
338 | 544 | 1.36 | .096 | .434 | 1.044

CM-1 0.1 - - 381 | 669 | 144 | 164 | 510 | 1.116
343 | 544 | 1.36 | 128 | .434 | 1.044

1. Resultados de valores de absorbancia de la muestra de lobo marino con OMP como antigeno de

captura

hwn

captura

5. Media de valores de absorbancia de los controles negativos con LPS como antigeno de captura
6. Media de valores de absorbancia de los controles positivos con LPS como antigeno de captura

Los valores de absorbancia fueron analizados con las diluciones 1/150 y 1/450
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DISCUSION

En este trabajo se emplearon cuatro técnicas para la determinacién de elementos
que sugirieran el contacto de lobos marinos del Golfo de California con Brucella
spp. Las pruebas empleadas para este estudio fueron ELISA con OMP y ELISA
con LPS como antigenos de captura asi como el aislamiento en medios bifasicos y
la PCR. La mayor parte de las muestras corresponden a crias debido a que es
dificil la contencion quimica de ésta especie, en animales adultos y representa un
riesgo para el animal, debido a los periodos de apnea prolongados, aln asi en
ocasiones fue posible la toma de muestras de adultos jovenes. Esto, lejos de ser
un inconveniente fue de utilidad dado que, tomando como referencia el sistema
inmunologico de mamiferos terrestres, en el que las crias obtienen una inmunidad
temprana hacia agentes infecciosos como Brucella spp al ingerir el calostro de la
madre, el cual es rico en anticuerpos y considerando que la presencia de
anticuerpos es detectable a partir de los primeros ocho a quince dias de edad. Se
puede asumir que es posible detectar anticuerpos contra Brucella spp en crias de
lobo marino, las cuales pueden o no presentar la enfermedad, ademas de ser un
indicador indirecto del estado inmunolégico de la madre, de individuos adultos y
por ende de la poblacién.®® En este trabajo se obtuvieron resultados negativos en
la determinacion de anticuerpos contra Brucella spp utilizando como antigenos de
captura OMP y LPS, lo cual nos muestra la ausencia de hallazgos serolégicos que
indiquen la presencia de este microorganismo en la poblacién de lobos marinos

del Golfo de California.
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Debido a la carencia de informacién sobre la inmunologia en ésta especie, las
técnicas diagnésticas empleadas en algunos trabajos se han traspolado de las
elaboradas para animales domésticos terrestres. Estas técnicas fueron utilizadas
para determinar la presencia de Brucella spp en crias de lobos marinos del Golfo
de California. En un trabajo previo en el afo 2002, se reportd la presencia de
anticuerpos contra Brucella spp en otros individuos pertenecientes a la poblacion
de lobos marinos del Golfo de California. Ademas en este estudio previo en lobos
marinos, s6lo se evalu6 la respuesta inmune de los individuos hacial un solo
antigeno, el LPS. Este dato es distinto a lo que se esperaba debido a que la
situacion geografica en estos animales funciona como una barrera fisica para el
contacto de ésta poblacion con individuos migratorios, los cuales pudieran ser los
principales vectores de Brucella spp, ademas, por la actividad natatoria de los
lobos marinos, que tienden a ser animales costeros, no migratorios y por lo
general no se alejan mas de 30 Km. de su lobera, el contacto queda aun mas
restringido a sélo algunas especies de la zona, lo que dificuita la via de entrada del

agente.

El uso de un solo antigeno de captura (LPS) en las pruebas de diagnostico
empleadas puede dar falsos positivos debido a sus reacciones cruzadas, por lo
tanto los resultados obtenidos con el trabajo citado no pueden ser concluyentes y
un diagnéstico bajo éstas condiciones se vuelve prematuro. Ademas se debe de
considerar que el aisiamiento del microorganismo en lobos marinos del Golfo de

California vivos, ya sean portadores asintomaticos o enfermos, es la Unica prueba
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concluyente que permite establecer la presencia de Brucella spp en la povblacién y

asi determinar la susceptibilidad de éstos individuos.

Brucella spp, puede ser excretado en la leche materna, la cual puede
infectar a las crias y en el caso de no cursar con un proceso activo, los
anticuerpos de memoria, se transmitirian a la cria y generarian un indicador de la

presencia de este agente en el individuo y por lo tanto en la poblacion.

Existen diversas pruebas para el diagnostico de brucelosis, las cuales de
manera general pueden ser clasificadas como directas e indirectas: las pruebas
directas son aquellas que demuestran la presencia del agente, como son el
aislamiento y la PCR. El aislamiento en el medio de cultivo Farrel, que es un
medio selectivo con 85% de sensibilidad para el aislamiento de Brucella spp a
partir de muestras de 6rganos, es el mas utilizado; otro medio de cultivo utilizado

para el aislamiento de éste agente es el medio bifasico "% 45 © €1

. En este trabajo
se realizaron 61 hemocultivos en medios bifasicos, un medio ampliamente
probado para el aislamiento de Brucella spp en humanos. En estos hemocultivos
de lobos marinos no se observé ningln crecimiento bacteriano, aun cuando el
medio se incubd durante mayor tiempo del requerido para el crecimiento de

Brucella spp, lo que indica que no existe la presencia de éste microorganismo en

sangre de éstos individuos.
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Otra técnica diagnéstica directa empleada en este trabajo fue la PCR. Esta técnica
es muy especifica, ya que solamente amplifica fragmentos de ADN limitados por
los iniciadores y da lugar a un fragmento de tamano determinado, sin importar si

1.2,4.56.7,16.40 £ ogte trabajo se us6 esta técnica,

hay otro tipo de ADN presente.
para detectar ADN de Brucella spp obtenido a partir de leucocitos de lobos
marinos, lo que permite determinar la presencia de Brucella spp con una aita
sensibilidad y especificidad, ademas de requerir una cantidad minima de muestra
para su identificacion. Los iniciadores en este trabajo fueron disefados para
amplificar una parte del gen omp31 presente en todas las especies de Brucella
spp, aun cuando en algunas no se exprese, tal es el caso de B. abortus. Se
analizaron 39 muestras de ADN sin detectar amplificacién alguna. Los resultados

obtenidos en las pruebas directas (aislamiento y PCR), indican la ausencia de este

microorganismo en las muestras analizadas.

El uso de técnicas indirectas como ELISA con OMP, LPS o hapteno nativo
como antigeno de captura para evidenciar anticuerpos contra Brucella spp ha
mostrado una sensibilidad del 100% y una especificidad del 98% como método de
diagnostico para la brucelosis en rumiantes y en un gran numero de especies
silvestres, incluyendo mamiferos marinos. Esta prueba, de mayor sensibilidad y
especificidad que las pruebas convencionales como la prueba de tarjeta, rivanol y
fijacion de complemento disminuye en gran medida los sesgos de estas pruebas y

1.2,4,5,6,16, 42, 46,47, 48 | 1o astudios relacionados

brinda resultados mas confiables.
con la caracterizacion de Brucella spp en mamiferos marinos muestran que los

antigenos generados a partir de B. melitensis y B. abortus son Utiles para detectar
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inmunoglobulinas séricas contra este agente en mamiferos marinos obteniéndose

resultados confiables, 24 37 38.39.40. 41. 42

Si bien existen reacciones cruzadas con los LPS provenientes de bacterias
como Yersinia enterocolitica, Salmonella spp, Vibrio cholerae el empleo de OMP
permite un diagndstico mas preciso aunque presenta reactividad cruzada con
Onchrobactrum anthropi, Rhizobjum leguminosarum, Agrobacterium tumefaciens,
entre otras; sin embargo éstas bacterias no son un riesgo como patdégeno para los
mamiferos. '® % % 2 En gste trabajo se empled la prueba de ELISA para el
analisis de sueros de lobos marinos con LPS como antigeno de captura y se
obtuvieron resultados negativos. Esto significa la ausencia de elementos para
sugerir la presencia de una reaccién cruzada con cualquiera de los organismos
antes mencionados. Por otra parte, el uso de OMP como antigeno de captura
provee de una prueba adicional con alta especificidad, que elimina la
incertidumbre generada por las reacciones cruzadas con algunos de los
microorganismos antes mencionados, lo que confirma los resultados obtenidos de
la prueba de ELISA con LPS. Los sueros de lobos marinos del Golfo de California
evaluados en este trabajo, también se mantuvieron dentro del grupo negativo al
ser analizados por medio de ELISA con OMP, lo que confirmé la inexistencia de
anticuerpos contra Brucella spp o posibles reacciones cruzadas contra otros

microorganismos que pudieran ocasionar sesgos en las pruebas.

Un aspecto importante a considerar en las pruebas de ELISA, es la dilucién

del suero en la cual se interpretan los resultados es decir al tener diluciones

61



extremadamente pequenas o diluciones extremadamente altas, la especificidad de
la prueba se reduce lo cual ocasiona que los valores resultantes tengan poca
confiabilidad. Para evitar este sesgo en la prueba, lo mas conveniente fue la
utilizaciéon de diluciones y titulaciones que no fueran extremadamente bajas o
extremadamente altas, tomando como modelo las pruebas diagnésticas
previamente estandarizadas para la deteccién de anticuerpos contra Brucella spp.
en otras especies como animales domésticos, rumiantes silvestres e incluso el
hombre. % En este trabajo, para una deteccion especifica de anticuerpos contra
Brucella spp se realizaron diluciones seriadas con los sueros control positivo,
control negativo y sueros de lobos marinos. El analisis de los resultados obtenidos
mediante ELISA, con estas diluciones, permitié establecer las condiciones en las
cuales los sueros controles positivos y los sueros controles negativos se

comportaron como dos poblaciones distintas.

La evaluacion de los resultados obtenidos en las cuatro pruebas empleadas
en este trabajo permite afirmar que no existen indicios de la presencia de Brucella
spp en la poblacion de lobos marinos del Golfo de California (Zalophus
californianus) muestreada. Con estos resultados se muestra que en los sueros
estudiados no existian anticuerpos contra Brucella spp. Esto corrobora los

resultados obtenidos en el aislamiento y la PCR.

El monitoreo constante y con las técnicas empleadas en este trabajo
proveen una panoramica certera acerca de la situacion actual de éste agente en la

poblacién de lobos marinos del Golfo de California. Lo anterior no se debe dejar de
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lado para poder prever situaciones emergentes, las cuales puedan generar un
desequilibrio en la estabilidad poblacional de la especie y del medio ambiente
ademas de que pudieran funcionar como un vector mas en la infeccién en el

hombre.*

Este trabajo aporta informacién importante sobre el estado actual de la
brucelosis en mamiferos marinos del Golfo de California sin embargo un monitoreo
constante de esta poblaciones sera necesario en el futuro. Un mayor numero de
animales analizados siempre aportara valores de prevalencia e incidencia mucho
mas reales, aunque se debe de considerar que el monitoreo indiscriminado, con
pruebas diagnésticas limitadas, podria generar valores falsos con interpretaciones
dudosas al no tener suficientes elementos que comprueben la presencia de éste
agente o la presentacién de un brote de brucelosis en la poblacién de lobos

marinos del golfo de California.
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CONCLUSIONES

1.

No se encontraron evidencias experimentales que sugieran una
infeccion activa por Brucella spp en la poblaciéon de lobos marinos del
Golfo de California (Zalophus californianus).

Se estandarizaron dos ensayos de ELISA con proteinas de la membrana
externa de Brucella melitensis y lipopolisacaridos de Brucella abortus
como antigeno de captura para la deteccion de anticuerpos séricos
contra Brucella spp en lobos marinos del Golfo de California (Zalophus

californianus).
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