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RESUMEN

Con el objetivo de conocer la respuesta inmune humoral hacia el antigeno
LPS de la cepa 19 de B. abortus (S19), en vacas revacunadas con la cepa RB51 de
B. abortus (RB51) bajo diferentes condiciones de prevalencia de brucelosis, se
trabajo con sueros de vacas tomados cada 30 dias hasta 240 dias posvacunacion
que proceden de un estudio previo realizado por Leal (2003), en el cual el objetivo
fue evaluar la respuesta inmune en vacas revacunadas con RB51 a la exposicion
natural asi como la eliminacion de la cepa vacunal en leche y exudado vaginal. Las
caracteristicas de los grupos son las siguientes; Grupo 1: 30 vacas seronegativas
revacunadas con RB51 de un hato en fase de control de brucelosis, Grupo 2: 30
vacas seronegativas de un hato libre, Grupo 3: 30 vacas seronegativas revacunadas
con RB51 de un hato infectado con una prevalencia de 25.6 % de brucelosis, Grupo
4: 30 vacas seropositivas revacunadas con SRB51 pertenecientes al mismo hato que
el grupo 3. La vacunacion de los grupos 1, 3y 4 la realizaron con RB51 de B. abortus
a una dosis de 3 x 10° ufc/ml (Nova Litton). Los grupos 3y 4 los revacunaron cuatro
meses antes de iniciar el trabajo y revacunaron nuevamente 4 meses después de
iniciado el trabajo. El grupo 2 no fue vacunado. Mediante la prueba de ELISA-I
usando como antigeno LPS liso de la S19 de B. abortus y usando conjugados Anti-
IgG1, Anti-lgG2 y Anti-lgM, se obtuvieron valores de Densidad Optica (D.O.) a los
cuales se les realizé una comparacion de datos entre grupos, por medio de un
andlisis de varianza con el programa SAS en donde los valores menores a P<0.05
fueron considerados como significativos. Los resultados obtenidos fueron; que los
niveles mas altos de IgG1 e 1gG2 los obtuvo el grupo 4 de animales seropositivos a
brucelosis, con una diferencia significativa (P<0.05) durante los muestreos. El grupo
1 se revacund al inicio de los muestreos, cuatro meses antes que los grupos 3y 4,
por lo que estadisticamente no es posible compararlo con estos, pero al compararlo
con el grupo 2, los niveles de IgG1 e 1gG2 no mostraron diferencias significativas
durante los muestreos. Pero al comparar los niveles de IgM fueron significativamente

(P<0.05) mayores los del grupo 2 durante todos los muestreos.



Por otro lado se evalué el desempefio de a prueba de Inmunodifusion Radial
con Hapteno Nativo de la cepa Rev 1 de B. melitensis (IDR) comparandolo con las
pruebas de Tarjeta y Rivanol.

En el grupo 3 cuatro animales mostraron una respuesta posvacunal transitoria,
en el grupo 4 tres de los animales del primer muestreo fueron positivos a Tarjeta y
Rivanol pero negativos a IDR y en los muestreos posteriores algunas veces fueron
positivos a tarjeta, en una ocasion dos presentaron titulos de 1:25 en la prueba de
Rivanol, el suero de estos tres animales nunca fueron positivos a IDR, para el ultimo
muestreo estos animales fueron negativos a todas estas pruebas. De este mismo
grupo dos animales que obtuvieron titulos altos en la prueba de Rivanol (1:400), en
algunos muestreos fueron negativos a las pruebas de Tarjeta y Rivanol, pero nunca a

la prueba de IDR.

Palabras clave: Brucella abortus, Respuesta Inmune Humoral, LPS, IDR y
ELISA-I.



1. INTRODUCCION

1.1. Importancia Econémica

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a la brucelosis en el
grupo lll de enfermedades zoonéticas de riesgo. La brucelosis causa cuadros de
fiebre aguda y después progresa en forma cronica, llegando a causar serias
complicaciones en los sistemas musculo esquelético, cardiovascular y nervioso
central. Las vias de infeccion son la oral, respiratoria, conjuntival, pero el consumo
de productos lacteos elaborados con leche bronca constituye el principal riesgo. La
poblacion en riesgo son los granjeros, veterinarios y el personal de laboratorio

encargado de procesar muestras. (1)

La Oficina Internacional de Epizootias (OIE) incluye a la brucelosis en la lista
B de enfermedades, las cuales se definen como: “enfermedades transmisibles que
se consideran importantes desde el punto de vista econdmico y sanitario, y cuyos
efectos para el comercio internacional de animales y productos pecuarios no son

desdeiables”. (2)

Desde el punto de vista pecuario la brucelosis se puede abordar de la

siguiente manera:

Salud animal: es la causa de abortos, epididimitis y orquitis, artritis
(claudicacion y lordosis), higrébmas, abscesos supurantes, perdida de peso,

formacion de complejos inmunes. (3,4)

Produccién y productividad: la produccion lactea se ve afectada hasta en un
30% en los casos agudos y un 15% en los casos cronicos, 17% en la ganancia de
peso (bovinos productores de carne), 60% en la eficiencia productiva (aumento en el

periodo de dias abiertos y servicios por concepcion). (3)



Limitante para la comercializacion: se restringe el movimiento de los animales
de zonas infectadas a zonas libres (Sonora), cada afio se exporta un promedio de
1,200,000 cabezas de ganado. De las cuales 170,000 son vaquillas que tienen que
ser esterilizadas para minimizar el riesgo de transmision de brucelosis. Cada
tratamiento de una vaquilla tiene un costo de 29 US $ (esterilizacion, tratamiento
posquirdrgico, prueba de tuberculina y procedimientos oficiales). Por lo que el costo
de exportaciéon de vaquillas es de 5 millones US $. (3,5)

1.2. El Género Brucella

Los miembros del género Brucella son bacterias patbgenas Gram negativas,
intracelulares facultativas que son capaces de multiplicarse en el interior de las

células del hospedador, en el que estimulan una respuesta celular y humoral. (6)

Para su clasificacion las brucelas se han agrupado en varias especies
siguiendo el criterio de su huésped animal preferente, dentro de estas especies se
pueden distinguir biotipos o biovariedades, por lo que la clasificacion actual es de la
siguiente manera: Brucella melitensis (3 biotipos), B. abortus (7 biotipos), B. suis (5
biotipos), B. neotomae, B. ovis, B. canis y la especie mas recientemente identificada

B. maris que afecta a mamiferos marinos. (6,7)

Para diferenciar el tipo de especie, se realizan pruebas como: lisis de
bacteriéfagos, ureasa y oxidasa. Para diferenciar biovariedades se usan cuatro
pruebas complementarias; requerimiento de CO,, produccion de sulfuro de
hidrogeno, sensibilidad a colorantes (tionina, fucsina béasica y safranina) y la

aglutinacion con sueros monoespecificos (anti-A y anti-M). (7)

1.3. Estructura del Género Brucella

La estructura mas caracteristica de las bacterias Gram negativas es la
envoltura celular formada por: la membrana citoplasmética, la membrana externa y

un espacio periplasmico intermedio. (6)



La membrana externa es la Unica region bacteriana en contacto con el medio,
contiene distribuidos asimétricamente, fosfolipidos, proteinas y un antigeno
inmunodominante que es el lipopolisacarido (LPS), la distribucién de este LPS junto
con las proteinas (porinas) hace que actué como una barrera de permeabilidad
frente a muchos solutos hidrofilos e hidrofébicos. (6,8) Esta membrana se diferencia
de las demas Gram negativas tipicos (Pseudomonas, Enterobacterias) ya que es
permeable a agentes hidréfobos (colorantes, sales biliares y detergentes) por lo que
esto se ha utilizado como una herramienta para diferenciar especies y biotipos. (6)
Es resistente a péptidos cationicos bactericidas presentes en lisosomas y fluidos

corporales (lisosima, lactoferrina y defensinas) y la polimixina B. (6,9)

El LPS consta de una parte glucolipidica (Lipido A) insertado en la membrana
externa (no expuesto) y otra parte polisacarida dirigida hacia el exterior que se divide
en nucleo y la cadena O, de la cual carecen las cepas rugosas. El lipido A, es un
disacarido de diaminoglucosa sustituido con B hidroxiacidos y otros acidos grasos de
cadena larga. El ndcleo; esta compuesto por 2-ceto, 3-deoxioctulosonato (Kdo),
glucosa galactosa y quinovosamina. La cadena O, también llamado polisacarido O,

constituido de N-formil-perosamina. (10,6)

El Hapteno nativo (HN) que al inicio de su identificacion se le llamé segundo
polisacéarido O, algunos mencionan que es igual al Polisacarido O (6,11). Existe una
cierta confusion en el uso de los términos HN, cadena O libre y Polisacéarido B, por lo
gue los dos primeros se han usado equivalentemente y el tercero esta presente en la
mutante rugosa cepa B115 de Brucella melitensis que es quimicamente semejante
al HN. (6)

1.4. Vacunacion
Aunque la vacuna cepa 19 (S19) de B. abortus se ha usado en México desde

1942, no fue sino hasta principios de los 70’s cuando la S19 se volvié obligatoria. (3)
Becerras de 3 a 6 meses de edad que son vacunadas con dosis clasica de 5-8 x



10'° UFC de S19 (12,13), son resistentes durante 7 afios o0 mas a la infeccién (13),
en las vacas se usa dosis reducida de 3 x 10% a 3 x 10° UFC (12,13). La dosis
cldsica no se debe usar en hembras mayores de seis meses ni menores de tres

meses. (12)

Las caracteristicas de la S19, son la baja patogenicidad, buena antigenicidad
y alta inmunogenicidad, para su crecimiento no necesita CO,, crece en tionina a
concentraciones de 1:500 a 1:1000, no crece en presencia de penicilina y eritritol.
(13) El principal obstaculo en el uso de esta vacuna es la persistencia de titulos
seroldgicos posvacunales persistentes, el riesgo de aborto, infeccion permanente en

animales prefiados y sexualmente maduros. (5)

En Noviembre de 1995 se publicé la Norma Oficial Mexicana NOM-041-ZOO-
1995, Campafa nacional contra la brucelosis en los animales. (12) En 1996 se crea
la Comision Nacional de Sanidad Agropecuaria, como un organismo que regula y
vigila los procedimientos relacionados con la salud animal, sanidad vegetal y
vigilancia fitozoosanitaria de puertos y fronteras, es en este contexto donde se vigila

el cumplimiento de la NOM. (14)

La vacuna de cepa RB51 (RB51) fue desarrollada por el Dr. Gerhardt G.
Schuring, en 1991, es una mutante rugosa y avirulenta derivada de la cepa lisa 2308
de B. abortus. La RB51 se obtuvo por pases repetidos en medio de cultivo con
diferentes concentraciones de rifampicina y penicilina. Después de tres pases en el
medio adicionado con 50, 200 y 400 ug/ml de rifampicina se obtuvieron colonias con
morfologia rugosa, lo que se comprobd por la tincibn con cristal violeta y
autoaglutinacion en acriflavina. Una de estas colonias identificada como RB fue
sometida a varios pases en diversas concentraciones de rifampicina (125 pg/ml) y
penicilina (20 pg/ml) hasta obtener la cepa que carecia de la habilidad para
reaccionar con un anticuerpo monoclonal (BRU38) especifico para la perosamina de
la cadena O. La cepa obtenida, se sometio a mas pases en medio sin suplementar

para estabilizar la mutacién hasta llegar finalmente a la RB51. (15)



En julio de 1997 la SAGAR autoriza la venta de la vacuna de Brucella abortus
RB51 (5,14,16) con respaldo de investigaciones realizadas en colaboracion de
PRONABIVE, LITTON e INIFAP. Las conclusiones de estos estudios fueron que:
inmuniza a los animales contra la infeccion, la cepa vacunal no es eliminada en
leche, no provoca abortos, no produce anticuerpos que aglutinan en pruebas
oficiales, la RB51 es una herramienta principal en la campafa. (16) Sin embargo, en
investigaciones recientes se ha demostrado que se elimina en leche y secreciones

vaginales hasta los 7, 67, 120 dias posparto. (17,18,19)

La dosis reducida de la RB51 de 1-3 x 10° UFC es comercialmente producida
para vacas adultas y para becerras se usa la dosis normal de 1-3x10%° UFC de
RB51. (16,5) En dosis becerra de los 3 a 12 meses de edad y la dosis reducida en

vacas adultas en hatos con mas del 3% de prevalencia o no conocida. (14,5)

1.5. Factores de Virulencia

Los verdaderos elementos de virulencia de la Brucella son los determinantes
moleculares que le permiten invadir, resistir la muerte intracelular y buscar su

replicacion dentro de fagocitos profesionales y no profesionales. (20)

La Brucella una vez opsonizada es internalizada via complemento y por
receptores Fc de monocitos y macrofagos, después de su internalizacién se
encuentra dentro de una vacuola que fue establecido por la célula hospedera,
minutos después, la bacteria estaria localizada dentro de un compartimiento
multimembranoso autofagosomal y continuando con la maduracion de la vacuola en
los tiempos tardios de la infeccion, las brucelas virulentas se encontraran presentes

dentro del reticulo endoplasmico en el que se replican. (20,21)

Las cepas de brucelas no virulentas que son utilizadas como vacunas vivas,
como es el caso de la RB51 y S19 de B. abortus, tienen un transito intracelular

diferente de las cepas virulentas, ya que en mas del 90% de los casos, estas



bacterias pasan por el endosoma temprano, el endosoma tardio y por altimo por los
lisosomas en donde son destruidas y los péptidos son presentados por el complejo
mayor de histocompatibilidad en la superficie de la célula a los Thl y Th2 para

provocar una respuesta inmune. (20)

La vacunacion con S19 o algunas fracciones de esta inducen una respuesta
de linfocitos T, similar pero no igual a la que induce la RB51, ya que S19 persiste en
los linfonodos por mayor tiempo que RB51. (22)

Brucella utiliza sus sistemas de secrecion del tipo IV, que les permiten
inyectar dentro del citoplasma de la célula hospedera, efectores bacterianos como
son complejos de ADN-proteinas o proteinas las cuales modifican el metabolismo
celular (acidificacion del fagosoma (pH 4)) del hospedero y permiten asi la

sobrevivencia de las bacterias. (9,20,21)

El LPS de Brucella no es pirdgeno, no activa el sistema del complemento de
manera significativa y su actividad como mitdégeno sobre células B murinas es muy
débil. Ademas, se requiere por lo menos 10 veces mas de LPS de Brucella para
inducir letalidad y la produccién de interferén en comparacion con las endotoxinas de

las enterobacterias. (20)

1.6. Inmunologia de Brucelosis

Durante el curso de la infeccion por microorganismos intracelulares en los que
se incluye B. abortus, las células infectadas necesitan matar a la bacteria o ser
muertas para que B. abortus pueda ser atacada por otros mecanismos de

eliminacién como son los mediados por anticuerpos. (23)

Las estructuras moleculares en la superficie del microorganismo son primero
reconocidos por receptores Fc, los cuales liberan sefiales para activar las células

presentadoras de antigenos (CPA en las que se incluyen macrofagos y células



dendriticas) y facilitar la fagocitosis de la bacteria. Esta reaccion inicial no es
antigeno especifica y es dada por la inmunidad innata. Las bacterias que se
internalizaron son muertas y procesadas hasta formar o reducirlos a péptidos
antigénicos que junto con el Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) se

expresaran en su membrana para ser reconocidos por los Linfocitos T (LT). (22,23)

Los LT reconocen los antigenos por medio de receptores de células T (TCR’s
compuestos por cadenas o/f y/o y/8) asociados a un co-receptor CD4 (linfocitos
ayudadores o Th) o CD8 (linfocitos citotéxicos o Tc), estos co-receptores deciden
gue tipo de MHC reconoce. (14) Por lo que los LT CD4+ TCR o/ reconocen el MHC-
l'ylos LT CD8+ TCR o/p reconocen MHC-II. (22,23)

Las CPA usualmente proveen dos sefales las cuales se requieren para una
Optima activacion de los LT; via union TCR/MHC-péptido y moléculas
coestimuladoras B7.1 y B7.2 de las CPA que se unen al receptor CD28 de los LT.
Los LT activados a su vez pueden activar a las CPA por el ligando CD40 que
interactta con el CD40 de las CPA ademas de la produccién de INF-y. (23) Por otro
lado los LT TCR v/3, son parte del sistema innato, cuando se activan producen IL-2 e
INF-y que estimula alos LT TCR o/p. (22)

Los linfocitos Th se han subclasificado en dos subpoblaciones dependiendo

de las citocinas que liberan o producen:

Linfocitos Thl o células T inflamatorias. IL-2, IFN- y, € TNF-

Linfocitos Th2 6 células ayudadoras en la produccion de anticuerpos: IL-4, IL-
5, IL-6 e IL-10. (21,23)



Tabla 1 La subpoblacion que dominara Thl o Th2 dependera de de la produccién de las

siguientes citocinas

CITOCINA CELULAS QUE LA PRODUCEN ACCION
Interferon Gamma )
Thy Deprime Th;
(INF-y)
Interleucina 4 (IL-4) Th; Estimula Thy
IL-10 Thy Deprime Th;
IL-12 Macréfagos y Células B Estimula Thl

Las citocinas secretadas por los LT CD4+ TCR o/ff ayudan a los LT CD8+
TCR a/f a ser citotdxicas y a los Linfocitos B (LB) a transformarse en células
plasmaticas, que son promotoras para iniciar la produccion de IgM y de otras clases
y subclases de inmunoglobulinas de tipo 1gG, producidas en la respuesta humoral
contra microorganismos intracelulares como lo es Brucella. Presumiblemente estos
anticuerpos tienen una mejor capacidad que los otros isotipos para reconocer
antigenos microbiales en la superficie de las células infectadas y procesadas. Sus

propiedades son atribuidas a la longitud y flexibilidad de la region de la bisagra. (22)

Las células NK son parte de la primera linea de defensa contra los patégenos,
después de su activacion son capaces de matar células blanco, las cuales han sido
infectadas. B. abortus puede activar a las células NK por inducir la secrecion de IL-
12 por parte de las CPA y LB, lo que desencadena que las células NK comiencen a

matar células blanco y secreten INF-y. (23)

Estudios recientes indican que el papel principal de los Lthl es la liberacion
principalmente de INF-y, juega un papel importante en la activacion de los

macrofagos limitando la infeccidén de Brucella tanto in vitro como in vivo. (22,23)

A la inversa de la citocina de los Th2, la IL-10 puede suprimir la funcién de los
macrofagos e incrementar la susceptibilidad de la infeccion. Las clases y subclases
de los diferentes tipos de inmunoglobulinas, son influenciadas por el tipo de

Linfocitos Th involucrados en la interaccion LT-LB y principalmente por las citocinas



gue secretan. Por lo tanto, los linfocitos Th1l que secretan INF-y causa en los ratones
gue se active el gen productor de inmunoglobulinas, de modo que predomina IgG2a,
mientras que los linfocitos Th2 que secretan IL-4 promueve la produccion de IgG1 e
lgGE (Fig. 1). (23)
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Figura 1 Citocinas involucradas en la infeccién por B. abortus, desencadenan que las
CPA liberen IL-12, lo cual provoca que los ThO se diferencien en Thl, secretando INF-y.
Este ocasiona que se inicie la produccion de lIgG2a en el ratdn. Este isotipo junto con la
fijaciébn de complemento, se ha asociado contra infecciones virales y bacterias intracelulares

1.7. Diagnostico de Brucelosis

El diagnostico de brucelosis bovina se debe de realizar en laboratorios
aprobados por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA), con muestras de suero sanguineo, leche, liquidos
corporales y muestras de tejidos, mediante pruebas inmunoldgicas, estudios
bacteriologicos u otros que sean autorizados por la SAGARPA. Las pruebas
inmunoldgicas para las brucelas lisas son; la prueba de tarjeta, rivanol, fijacion de

complemento y la prueba de anillo en leche. (12)
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Prueba de Tarjeta:

Se ha observado que es la prueba cualitativa mas sencilla y con una
sensibilidad de 97 al 100%, por lo que es raro encontrar falsos negativos, su
especificidad es baja 77.6%, por lo que presenta alrededor de un 32% de falsos
positivos, y se ha utilizado como prueba tamiz. Considerando positivos aquellos
sueros que presenten cualquier tipo de aglutinacion. (8,12,24)

Prueba de Rivanol:

Es una prueba complementaria, presenta una sensibilidad del 83% y una
especificidad del 93%. (25) Se identifican los tubos con el nimero del suero, se
agregan 400 pul del suero y 400 pl de solucion de Rivanol, mezclar y dejar reposar
por 30 min. Posteriormente centrifugar a 3,000 rpm. por 5 min., depositar en la placa
80, 40, 20, 10, y 5 pl. del sobrenadante y agregar a cada una 30 pl del antigeno y
mezclar (utilizar diferente punta por suero y por dilucién), las diluciones obtenidas
seran; 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400. Se le da un movimiento rotatorio ligero
durante un minuto, para proseguir con la lectura de esta prueba con una fuente de

luz para observar con mayor claridad los grumos. (12,25,26)

Prueba de Fijacién de Complemento:

Esta prueba presenta resultados mas confiables con alta sensibilidad vy
especificidad, ya que las reacciones con antigenos heter6logos son menores y los
anticuerpos posvacunales fijadores del complemento desaparecen mas rapido que

los anticuerpos aglutinantes. (27)
Prueba de Anillo en Leche:
Se utiliza para detectar la presencia de anticuerpos en la leche de vacas

infectadas y se usa en vigilancia epidemiolégica. Esta prueba se practica con leche

cruda, fluida y fresca. El antigeno debe tener una concentracion de 4.5% de B.
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abortus cepa 1119-3 tefido con hematoxilina. En caso de que la muestra sea
positiva se formara un anillo de color azul debido a la unién antigeno-anticuerpo mas
los globulos de grasa que ascienden por efecto del calor al ser incubados a 37 °C

por una h. (28)

Prueba de IDR con HN:

Esta prueba presenta una alta especificidad para diferenciar animales con
infeccidbn demostrada por aislamiento bacterioldgico de los vacunados con S19, en el
caso mas desfavorable, que se da en la revacunacién de adultos con la S19, su
especificidad es del 80%. Los sueros se consideraron positivos en aquellos que
aparezca un halo o anillo de precipitacion alrededor del pozo, y se observa

claramente cuando se ilumina oblicuamente contra un fondo oscuro. (11,29)
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2. ANTECEDENTES

Stevens y Olsen 1996, reportaron en un ELISA-I con un antigeno a partir de
células completas de B. abortus cepa 2308, los bovinos vacunados con SRB51
(5x10° UFC) tuvieron un incremento significativo en la concentracién de 1gG pero no
de IgM a las cuatro semanas posvacunacion. (30)

Diaz et. al. (2003) Encontraron usando un ELISA-I con lipopolisacéarido (LPS)
liso como antigeno, en vacas infectadas niveles elevados de 1gG2 y de IgG1 en
vacas vacunadas y revacunadas con SRB51 y cuando utilizaron LPS-R de la SRB51
no hubo diferencias entre isotipos ni entre grupos. (31).

Leal-Hernandez et al (2005), en un grupo de 35 vacas prefiadas que fueron
vacunadas de becerras con 1x10*° UFC de SRB51 y revacunadas de adultas con
dosis reducida de SRB51 posteriormente fueron introducidas a un hato con una
prevalencia del 38% de brucelosis, 5 de las 35 vacas resultaron positivas a la prueba
de Tarjeta, solo 2 fueron positivas a Tarjeta y Rivanol, y de estas dos fue aislada la
cepa virulenta, ninguna de las vacas abortaron y concluyeron satisfactoriamente la

gestacion. (19)

Los sueros usados en este trabajo fueron tomados cada 30 dias hasta 240
dias pos-vacunacién, y proceden de un estudio previo realizado por Leal (2003), en
el cual, el objetivo fue evaluar la respuesta inmune en vacas revacunadas con
SRB51 a la exposicion natural asi como la eliminacion de la cepa vacunal en leche y
exudado vaginal. La vacunacion de los grupos 1, 3 y 4 la realizaron con SRB51 de
B. abortus a una dosis de 3 x 10° ufc/ml (Nova Litton). Los grupos 3 y 4 los
revacunaron cuatro meses antes de iniciar el trabajo y revacunaron nuevamente 4

meses después de iniciado el trabajo. El grupo 2 no fue vacunado. (32)
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3. JUSTIFICACION

Se desconocen las caracteristicas de la respuesta inmune humoral al
antigeno LPS de la S19 de B. abortus en animales revacunados con cepa RB51 y

expuestos a cepas de campo en zonas de alta prevalencia como lo es México.

Por otro lado se ha observado en México que al revacunar vacas con la cepa
RB51 algunas resultan positivas a la prueba de tarjeta por algunos meses y
posteriormente se vuelven negativos. (19)

4. HIPOTESIS

La presencia de anticuerpos del isotipo IgGl frente al LPS liso, son

directamente proporcionales a la prevalencia de brucelosis de los hatos.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar de la respuesta inmune humoral, en vacas revacunadas con RB51
bajo diferentes condiciones de prevalencia de brucelosis, mediante la prueba de
ELISA-I usando como antigeno LPS Liso de la cepa S19 y evaluar el desempefio de
a prueba de Inmunodifusion Radial con Hapteno Nativo de la cepa Rev 1 de B.

melitensis (IDR).

5.2. Objetivos Especificos

Estandarizar la prueba de ELISA indirecto con antigeno LPS liso, usando
como conjugados Anti-lgG1, Anti-lgG2 y Anti-IgM.

Medir mediante la prueba de ELISA la respuesta inmune humoral a los
isotipos 1gG1, IgG2 e IgM, en vacas revacunadas con RB51 bajo diferentes

condiciones de prevalencia.

Evaluar la IDR con los sueros de vacas revacunadas con RB51 bajo
diferentes condiciones de prevalencia.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Grupos de animales

Grupo 1:

30 vacas en pastoreo, seronegativas a brucelosis, revacunadas con SRB51
en un hato en fase de control de brucelosis localizado en Tepozotlan, Estado de
México, con una poblacion de 150 animales con un sistema de explotacion semi-

intensivo.

Grupo 2:
30 vacas en pastoreo, seronegativas a brucelosis, de un hato libre de
brucelosis localizado en el Estado de Veracruz con una poblacion de 1,500 animales

en un sistema de explotacion extensivo.

Grupo 3:

30 vacas estabuladas, seronegativas a brucelosis, revacunadas con SRB51,
de un hato infectado con una prevalencia de 25.6 % de brucelosis un afio antes de
iniciar el trabajo, localizado en Tizayuca, Hidalgo, con una poblacion de 550

animales en un sistema de explotacion intensivo.

Grupo 4:
30 vacas estabuladas, seropositivas a brucelosis, revacunadas con SRB51,
pertenecientes al mismo hato que el grupo 3.

6.2. Antigenos Usados
6.2.1. Prueba de IDR con Hapteno Nativo (HN):

Se utilizé el HN liofilizado de la cepa Rev 1 de B. melitensis, diluyéndose a

una concentracion de 1 mg de HN por 1 ml de agua destilada estéril.
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6.2.2. ELISA Indirecta:

Se utilizo el LPS liofilizado de la cepa S19 de B. abortus, diluyéndose a una
concentracion de 2.5 pg de LPS por 1 ml de solucion amortiguadora de fosfatos 10
mM pH 7.2 estéril.

6.3. Protocolo para la obtencién del HN de Brucella melitensis

6.3.1. Obtencién de células

Se prepararon botellas de Roux con 50 ml de agar brucela y un 5% de agar
base, se sellaron con aluminio y papel, para ser esterilizadas junto con el agar. Una
vez estériles se colocaron de forma horizontal para que se formara una pelicula de
agar en la parte plana de estas botellas, se mantuvieron en la estufa bacteriol6gica a

37 °C como prueba de esterilidad.

Se prepararon inéculos de B. melitensis con 48 h de crecimiento a una
temperatura de 37 °C en tubos con agar brucella, se les inocularon 5 ml de PBS
estéril en cada tubo para suspender las células, se recuperd la mayor cantidad de

PBS para ser utilizado como indculo.

Se les inyect6 2.5 ml del in6culo a cada botella de Roux, dejandolas reposar
por 15 min antes de introducirlas a la estufa bacterioldgica a una temperatura de 37
°C por 72 h procurando que la pelicula de agar quede en la parte superior. Se
observaron las botellas a las 24 h en caso de observar contaminacion, se

desecharon.

Se preparé una solucion al 10% de fenol, diluyéndolo en PBS para inyectar 5
ml por botella, con movimientos lentos cubrir el interior de la botella e incubar por 24

h mas, de esta manera se inactivaron las brucelas.
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Para cosechar las brucelas se le afiadi6 10 ml de PBS por botella para
resuspender la mayor cantidad de células, se juntd en un matraz el contenido de
todas las botellas. Para obtener el paquete celular se centrifug6 a 7,500 rpm por 15

min. Una vez obtenido el paquete celular se le realizé dos lavados con PBS.

6.3.2. Procesamiento del paquete celular

Una vez obtenido el paquete celular y conocido el peso humedo, se
resuspendio con agua destilada a razén de 100 ml por cada 30 g de peso humedo,
se coloc6 en un matraz de vidrio con tapa y se rompieron las células en el autoclave
por 30 min a 120 °C con vapor fluente. Una vez fri6 se retiraron los restos celulares
por centrifugacion a 12,000 rpm por 15 min a 4 °C.

6.3.3. Obtencion del primer precipitado

El sobrenadante obtenido se precipité agregandole tres volimenes de etanol,
manteniéndolo en agitacion y refrigeracion por 18 h, se centrifugd a 5,000 rpm 15
min a 4 °C para obtener el primer precipitado que es rico en LPS, proteinas y un

poco de HN.
6.3.4. Obtencion del segundo precipitado

Al sobrenadante obtenido del primer precipitado se le agregaron dos
volumenes mas de etanol se dejé precipitar a -20 °C durante 24 h, se centrifug6 a
5,000 rpm 15 min a 4 °C para obtener el segundo precipitado que es rico en HN.
6.3.5. Segundo precipitado

Este precipitado se resuspendio en una pequefia cantidad de agua destilada y

se coloc6 en membranas (Spectra/Por, Molecularporus Membrana Tubing) para

dializar por 24 h, cambiando el agua en 4 ocasiones.
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Una vez dializado se coloc6 1 ml en viales de vidrio con tapon de hule y se
congelaron a -20 °C para posteriormente ser liofilizado a -40 °C con una presion de
vaci6 de 133 x 10 mBar (Freeze dry Sistem / Freezone 4.5, LABCONCO) una vez
terminado el proceso que durdé aproximadamente 36 h, se sellaron los viales,

guedando listos para usarse. (33,34)

6.4. Protocolo para la obtencion del LPS de Brucella abortus S19

6.4.1. Obtencioén de células

Se crecid la cepa en placas de agar brucela por 48 h a 37 °C, se le realizaron
frotis y tincion de Gram para comprobar pureza. Las placas se incubaron por 4 dias
a 37 °C.

Para cosechar las bacterias de las placas, se prepard una solucion al 10% de
fenol, diluyéndolo en PBS, se afiadié 1 ml de esta solucion a cada placa y con la
ayuda de una varilla de vidrio (doblada en forma de T) se resuspendieron las
bacterias y se recuperd la mayor cantidad de la solucidbn en un matraz estéril, de

esta manera se cosecharon las placas.

Las bacterias cosechadas permanecieron 24 h en refrigeracion para su
inactivacion. Para obtener el paquete celular se centrifug6é a 7,500 rpm por 15 min.

Una vez obtenido el paquete celular se le realiz6é dos lavados con PBS.

6.4.2. Procesamiento del paquete celular

Una vez obtenido el paquete celular y conocido el peso humedo, se
resuspendioé con agua destilada a razén de 100 ml por cada 30 g de peso humedo,
se coloc6 en un matraz de vidrio con tapa y se rompieron las células en el autoclave
por 30 min a 120 °C con vapor fluente. Una vez frié se retiraron los restos celulares

por centrifugacion a 12,000 rpm por 15 min a 4 °C.
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6.4.3. Obtencion del precipitado

El sobrenadante obtenido se precipité agregandole tres volimenes de etanol,
manteniéndolo en agitacion y refrigeracion por 18 h, se centrifugd a 5,000 rpm 15
min a 4 °C para obtener el primer precipitado que es rico en LPS, proteinas y una

pequefa cantidad de HN.

6.4.4. Precipitado

Este precipitado se resuspendio en una pequefia cantidad de agua destilada y
se colocé en membranas (Spectra/Por, Molecularporus Membrana Tubing) para
dializar por 24 h, cambiando el agua en 4 ocasiones.

Una vez dializado se coloc6 1 ml en viales de vidrio con tapon de hule y se
congelaron a -20 °C para posteriormente ser liofilizado a -40 ° C con una presién de
vaci6 de 133 x 10 mBar (Freeze dry Sistem / Freezone 4.5, LABCONCO) una vez
terminado el proceso que duré aproximadamente 36 h se sellaron los viales,

guedando listo para usarse. (34)
6.5. Pruebas seroldgicas
6.5.1. Prueba de IDR con HN
Se realizé a los sueros procedentes del hato de alta prevalencia (grupos 3 y
4). Los sueros se consideraron positivos en aquellos que aparezca un halo o anillo
de precipitaciéon alrededor del pozo.
Preparacién del gel, (3ml/placa) los célculos son para 20 pug de HN/ml como

concentracion final. Habitualmente el titulo de HN es de este orden o inferior. (Anexo
2)
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6.5.2. ELISA-Indirecto con LPS de B. abortus S19

Se realiz6 en todos los sueros. En el ganado bovino se han utilizado infinidad
de antigenos, asi como diferentes métodos de extraccion de los mismos, obteniendo
valores muy altos de sensibilidad y especificidad, usando LPS es de 100% y 96%

respectivamente. (35)

Conjugados

Se utilizé anti-lgG1, anti-lgG2, anti-lgM de bovino conjugados con peroxidasa,

producidos en ovinos (Laboratorios Bethyl, Texas, USA).

Adsorcion del antigeno en las placas

Para obtener una adsorcién pasiva del antigeno se adicionaron 100 pl de la
solucién de LPS diluido en cada pozo de la microplaca (96 pozos de fondo plano
NUNC, MaxiSorp) y se incubo por 24 h a 37 °C, el antigeno que no es adsorbido se
eliminé mediante tres lavados con PBS conteniendo 0.05 % de Tween 20 (PBS

Tween 20, ver anexo 3).

Bloqueo de las Placas

Se utilizé una solucion de leche descremada al 2% en PBS, con la finalidad
de ocupar sitios en donde no hubo adsorcién del antigeno. La solucion se dejé por
60 minutos a 37°C. Se realizaron 4 lavados a las microplacas con PBS-Tween 20.
Posteriormente las placas se cubrieron con plastico adhesivo y se almacenaron a 4
°C hasta su uso. Los sueros que se trabajaron se diluyeron a una concentracién de
1:200 (v/v).
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Realizaciéon de la Prueba

Se adicionaron 100 pl del suero problema a cada pozo incubando las placas
por 60 min a 37°C. Se realizaron cuatro lavados a las microplacas con PBS-Tween
20. Posteriormente se agregaron 100 pl de conjugado diluido a una concentracién de
1:2000 (v/v) con PBS en cada pozo, se incub6 por 60 min a 37°C. Se realizaron

cuatro lavados con PBS-Tween 20.

Se colocaron 100 pl del sustrato a cada pozo y se incubaron por 15 min a
temperatura ambiente en agitacion moderada. Como sustrato se usé el acido 2-2
azinobis 3-etilbenzotiazolina sulfénico (ABTS) en pastillas de 10 ug Laboratorios
SIGMA, (Anexo 4).

Posterior a la incubacion se realizo una lectura de manera inmediata a una
longitud de onda de 405 nm en un espectrofotometro multiple (EIA multi-well reader,

Sigma Diagnostics), provisto de un impresor de datos.

Se realizaron tres repeticiones independientes y los valores de densidad
Optica que se obtuvieron se promediaron por grupo, por muestreo y por

inmunoglobulina, para ser analizados y comparados entre grupos.

6.6. Analisis Estadistico

Se realiz6 la comparacion de datos entre grupos, por medio de un analisis de
varianza con el programa SAS con un procedimiento GLM. En donde los resultados
de la prueba de ELISA-I los valores (P<0.05) fueron considerados como

significativos.
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7. RESULTADOS

7.1. Prueba de IDR.

En la Tabla 2 se muestran los resultados de la prueba de IDR comparandolos
con las pruebas anteriormente realizadas por Leal (2003). Todos los sueros de los
grupos 1y 2 fueron negativos a la prueba de Tarjeta, por lo que no se realizd a estos
la prueba de Rivanol, sin embargo, al probar el HN se incluyeron algunos de estos

sueros como controles negativos.

En el grupo 3 al cual pertenecian animales seronegativos del hato con alta
prevalencia de brucelosis cuatro animales mostraron una respuesta posvacunal
transitoria la cual consistio en que después de la revacunacién estos animales
fueron positivos a la prueba de tarjeta durante 1 a 3 meses posrevacunacion. Pero
solo en los Ultimos muestreos encontramos dos animales positivos a Rivanol y al

probarlos con IDR resultaron positivos.

En el grupo 4 formado por animales seropositivos residentes en hato con una
elevada prevalencia de brucelosis, tres de los animales del primer muestreo fueron
positivos a Tarjeta y Rivanol pero negativos a IDR y en los muestreos posteriores
algunas veces fueron positivos a tarjeta, en una ocasion dos presentaron titulos de
1:25 en la prueba de Rivanol, el suero de estos tres animales nunca fueron positivos
a IDR, para el ultimo muestreo estos animales fueron negativos a todas estas
pruebas. De este mismo grupo dos animales que obtuvieron titulos altos en la
prueba de Rivanol (1:400), en algunos muestreos fueron negativos a las pruebas de

Tarjeta y Rivanol, pero no a la prueba de IDR.
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Tabla 2 Resultados de las pruebas de Tarjeta, Rivanol e IDR de los grupos 3y 4,

obtenidos en los ocho muestreos.

TOTAL DE | POSITIVOS POSITIVOS POSITIVOS
GRUPO MUESTREO ANIMALES | ATARJETA % A RIVANOL % A IDR %
1 30 0
2 30 0
Grupo # 3 3 30 0
Hato Infectado 4 30 1 3.3
(Animales 5 30 3 10
Seronegativos) 6 29 4 13.8
7 29 5 17.2 2 6.9 1 3.4
8 27 2 7.4 2 7.4 2 7.4
1 30 30 100 30 100 20 66.6
2 26 24 92.3 23 88.5 19 73.1
Grupo # 4 3 26 24 92.3 23 88.5 20 76.9
Hato Infectado 4 23 18 78.3 16 69.6 16 69.6
(Animgl.es 5 22 19 86.4 17 77.3 16 77.7
Seropositivos) 6 20 19 95.0 15 75.0 14 70.0
7 19 17 89.5 13 68.4 14 73.7
8 18 15 88.3 13 72.2 13 72.2
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7.2. Niveles de Inmunoglobulinas por grupo obtenidos del ELISA Indirecto

utilizando como antigeno LPS liso de B. abortus S19

Grupo 1 animales seronegativos residentes en un hato en fase de control de
brucelosis.

En el Grafico 1 se observa que los niveles de IgGl e IgG2 no mostraron
diferencias significativas con respecto al primer muestreo pero con la inmunoglobulina

IgM se observaron diferencias significativas (P<0.05) en los muestreos 4°,5°y 6° .

Grupo 2 animales seronegativos residentes en un hato libre de brucelosis.
En el Grafico 2 Se aprecian diferencias significativa (P<0.05) en los siguientes
muestreos, la IgG1 en el 3°, la IgG2 en los 2°, 3°. 5°y 6° y la IgM solo en el 4°, con

respecto al primero.

Grupo 3 animales seronegativos residentes en un hato con alta prevalencia de
brucelosis.

En el Gréafico 3 se observa que los niveles de IgG1 fueron en ascenso hasta al
cuarto muestreo, con una diferencia significativa (P<0.05), en los muestreos posteriores
disminuyeron con excepcion del Ultimo donde aumentd. Los niveles de IgG2 mostraron
una diferencia significativa (P<0.05) en el 2° y 6°. Los niveles de IgM comparandolos
con el primero, tuvieron una diferencia significativa (P<0.05), en los primeros cinco y en

los ultimos no se encontrd una diferencia significativa.

Grupo 4 animales seropositivos residentes en un hato con alta prevalencia de
brucelosis.

En el Grafico 4 se puede apreciar que los niveles de IgG1 en los siete primeros
muestreos aumentaron con diferencia significativa (P<0.05). Los niveles de 1gG2
aumentaron con diferencia significativa (P<0.05) en los muestreos 2° y 3°
comparandolos con el primero, en el 4° se observé un descenso, en el 5° y 6° no se
observaron diferencias significativas y en los ultimos fueron menores que el primero
con una diferencia significativa (P<0.05). Los niveles de IgM fueron menores con
diferencia significativa (P<0.05) observandose esto hasta el 5° muestreo, en los

posteriores no se observo diferencia significativa.



Gréfico 1 Niveles de Inmunoglobulinas obtenidas del ELISA-I usando como antigeno el LPS liso de B. abortus S19.

Grupo 1 animales residentes en un hato en fase de control de brucelosis.
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+0.015a +0.015a +0.015a +0.015a +0.015a +0.015a +0.015a +0.015a
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Gréfico 2. Niveles de Inmunoglobulinas obtenidas del ELISA-I usando como antigeno el LPS liso de B. abortus S19.

Grupo 2 animales residentes en un hato libre de brucelosis.
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Gréfico 3. Niveles de Inmunoglobulinas obtenidas del ELISA-I usando como antigeno el LPS liso de B. abortus S19.

Grupo 3 animales seronegativos residentes en un hato con alta prevalencia de brucelosis.
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Gréfico 4. Niveles de Inmunoglobulinas obtenidas del ELISA-I usando como antigeno el LPS liso de B. abortus S19.

Grupo 4 animales seropositivos residentes en un hato con alta prevalencia de brucelosis.
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7.3. Comparacion de niveles de inmunoglobulina entre grupos, obtenidos del
ELISA-I utilizando como antigeno LPS liso de B. abortus S19.

Niveles de IgG1

En el Grafico 5 se observa que los niveles mas altos de IgG1 los obtuvo el
grupo 4 animales seropositivos a brucelosis, con una diferencia significativa (P<0.05)
durante los muestreos. Al comparar el grupo 3 formado por animales seronegativos
residentes en un hato con alta prevalencia de brucelosis con el grupo 2 animales
seronegativos de un hato libre de brucelosis se encontraron diferencias significativas
(P<0.05) en los muestreos 1°, 3° y 4°, pero nunca hubo un predomino en los niveles

de IgG1 para alguno de estos dos grupos.

Niveles de IgG2

Como se puede apreciar en el Grafico 6 el grupo 4 de animales seropositivos
de un hato con alta prevalencia de brucelosis obtuvo niveles méas altos de 1gG2 con
una diferencia significativa (P<0.05) en todos los muestreos, pero al comparar los
grupos 2 al cual pertenecian animales seronegativos residentes en un hato libre de
brucelosis y el grupo 3 formado por animales seronegativos residentes en un hato
con alta prevalencia de brucelosis, no se observo ninguna diferencia significativa

durante los muestreos.

Niveles de IgM

El grafico 7 muestra que los niveles de IgM del grupo 3 formado por animales
seronegativos residentes en un hato con alta prevalencia son significativamente
(P<0.05) mas bajos que el grupo 4 integrado por animales seropositivos de un hato
con alta prevalencia de brucelosis y de la misma forma sucede con el grupo 2 al cual
pertenecian animales seronegativos residentes en un hato libre de brucelosis. Pero
al comparar los grupos 2 y 4 no se observa un predominio en los niveles de IgM para

ninguno de estos dos grupos.



Gréafico 5 Comparacion de niveles de IgG1 entre grupo 2 animales seronegativos de un hato libre de brucelosis, grupo 3
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animales seronegativos y grupo 4 animales seropositivos, ambos pertenecientes a un hato con alta prevalencia de brucelosis
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Gréafico 6 Comparacion de niveles de IgG2 entre grupo 2 animales seronegativos de un hato libre de brucelosis, grupo 3

animales seronegativos y grupo 4 animales seropositivos ambos residentes en un hato con alta prevalencia de brucelosis
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Gréafico 7 Comparacion de niveles de IgM entre grupo 2 animales seronegativos de un hato libre de brucelosis, grupo 3

animales seronegativos y grupo 4 animales seropositivos ambos residentes en un hato con alta prevalencia de brucelosis
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Comparacion de inmunoglobulinas 1gG1, IgG2 e IgM entre el grupo 1 animales
seronegativos residentes en un hato en control de brucelosis y el grupo 2 animales

seronegativos residentes en un hato libre de brucelosis.

El grupo 1 se revacung al inicio de los muestreos, cuatro meses antes que los
grupos 3 y 4, por lo que estadisticamente no es posible compararlo con estos, pero
se puede comparar con el grupo 2, obteniendo que al comparar los niveles de IgG1 e

IgG2 no se encontraron diferencias significativas durante los muestreos.

Pero al comparar los niveles de IgM fueron significativamente (P<0.05)
mayores los del grupo 2 durante todos los muestreos, como se puede apreciar en el

gréfico 8.
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Gréfico 8. Comparacion de niveles de IgM entre el grupo 1 animales seronegativos residentes en un hato en control de

brucelosis y el grupo 2 animales seronegativos residentes en un hato libre de brucelosis.
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8. DISCUSION

Varios autores coinciden en que la respuesta inmune humoral de los bovinos
frente a la vacunacién con S19, aparecen las IgM alrededor de los cinco dias
posteriores a la vacunacion, alcanzando su pico a los 13 dias, persistiendo por mas
tiempo que lo que sucede en una infeccién con cepas de campo. Las IgG1 aparecen
simultaneamente o un poco después que las IgM y su pico lo alcanzan entre los 28-
42 dias, posteriormente comienzan a declinar haciéndose imperceptibles a los ocho

meses después de la vacunacion. (8,10,17,31,36,37,38)

En los bovinos infectados con cepas de campo de B. abortus los anticuerpos
que aparecen primero son los del tipo IgM, desde la primera a la tercera semana
post-infeccion. Posteriormente, la IgG es predominante y generalmente la subclase
IgG1l es la mas abundante, persistiendo los titulos de aglutinacion hasta por 10
meses. Los titulos de IgM descienden gradualmente, mientras que los titulos de IgG
permanecen con titulos elevados. En caso de infecciones crénicas de campo las IgM
declinan a niveles muy bajos y la actividad residual reside en los isotipos IgG1 e 1gG2
gue permanecen con niveles altos. (31,36,38). Lo referido anteriormente respecto a
la respuesta humoral de animales infectados con cepas de campo de B. abortus, es
lo que se esperaba que se presentase en el grupo seropositivo del hato con alta
prevalencia. Sin embargo, se obtuvieron niveles de IgG1, IgG2 e IgM fueron mayores
gue el grupo seronegativo en hato libre, pero las IgM nunca fueron mas bajas que las
IgG’s, entre estas las mas altas fueron de tipo IgG1. Estos datos son similares a los
encontrados por Nielsen y Duncan (1988), en los controles positivos con infeccion
demostrada por una cepa de campo de B. abortus, los cuales presentaron una

respuesta alta de IgG1 e IgM y bajos niveles de IgG2. (39)

La propiedad de la vacuna RB51 de no inducir anticuerpos detectables contra
el LPS-S en las pruebas seroldgicas oficiales en los animales vacunados (15), se
puede corroborar en el grupo 1 formado por animales seronegativos residentes en un
hato en fase de control de brucelosis, los cuales al ser revacunados no cambiaron su

estatus inmunologico a las pruebas Tarjeta, Rivanol e IDR durante los muestreos,
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pero en los animales seronegativos procedentes del hato de alta prevalencia (grupo
3) si se observaron reactores nuevos a las pruebas anteriormente mencionadas
después de la revacunacion, pero en el ELISA no se observd aumento en los niveles
de inmunoglobulinas. Stevens y Olsen (1996), demostraron que en becerras
vacunadas con B. abortus RB51, producen una pequeiia cantidad de IgG’s en el
suero pero no de IgM, demostrado por medio de ELISA usando como antigeno
células completas de la cepa 2308 de B. abortus, pero en el ELISA usando como
antigeno el LPS de la misma cepa no se encontré produccion de IgG ni de IgM. Sin
embargo, las IgG’s encontradas no aglutinaron en la prueba de aglutinacion estandar
en tubo. En la prueba de “Western blot” se encontr6 que el suero de estas vacas
contienen IgG’s que reaccionan con proteinas de 84 a <20 kDa. (30)

Lord., et al (1998), llevaron a cabo un estudio para evaluar la respuesta
inmune en bovinos vacunados y revacunados con RB51 y revacunados con S19,
bajo condiciones de campo de alta (39%) y baja prevalencia (2%), estos animales
fueron monitoreados por 12 meses utilizando pruebas convencionales (tarjeta,
rivanol, aglutinaciéon en tubo, fijacién de complemento) ademas de la prueba de IDR,
sus resultados fueron que los animales vacunados con S19 cambiaron su estatus
inmunoldgico volviéndose positivos a estas pruebas e incluso después de 30 dias
algunos fueron positivos a IDR, en contraste con los animales vacunados con RB51
donde los resultados en todos los muestreos y en los dos hatos fueron negativos.
(40) Esto es diferente a lo que encontramos en este trabajo ya que en el grupo 4 de
animales seronegativos de un hato de alta prevalencia de brucelosis, encontramos
reactores nuevos a las pruebas de aglutinacion y hubo otros positivos a la prueba de
IDR o con titulos altos de rivanol, los que con base a estudios previos nos indica que
son animales infectados (41,11), por lo que la vacuna SRB51 no ofrecid una

proteccion total como en el estudio anterior.

En la mayoria de los hatos de México no hay eliminacibn de animales
positivos, estos llegan a alcanzar tasas de prevalencia muy altas, por lo que en estos
hatos la posibilidad de presentarse reactores nuevos es mayor. Lo que ha llevado a

practicas errébneas como son la utilizacion de la revacunacion en diferentes tipos de
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esquemas (cada afo, cada 6 meses, e incluso hasta cada 3 meses). La
revacunacion esta contemplada por la Norma Oficial Mexicana, ya sea con S19 o
RB51, pero se especifica que se podra realizar solamente una vez en vacas de hatos
localizados en zonas endémicas de la enfermedad. (12) La revacunacion no tiene un
sustento cientifico que explique que una vacuna viva, como son el caso de la S19 y
RB51, para despertar una sélida respuesta celular y humoral debe aplicarse
repetidamente, ya que el uso de una revacunacion repetida puede llegar a provocar
en los animales una respuesta de hipersensibilidad tardia o tipo IV debido a la

constante administracién del antigeno. (42,11)

La revacunacion repetida con S19, puede provocar un aumento en la posible
eliminacion post-vacunal a través de la leche, ya que con una sola revacunacién con
dosis reducida, se presenta desde un 0.5 a un 2 % de vacas que eliminan la cepa
vacunal. (42) De la misma forma ocurre con la RB51 de la cual hay reportes de que
se elimina en leche y secreciones vaginales hasta los 7, 67, 120 dias posparto.
(17,18,19,)

Por todo lo anterior el diagnostico se ha dificultado, ya que el uso de la S19
ocasiona seroconversion y la RB51 una respuesta pos-vacunal transitoria, la Norma
Oficial Mexicana menciona que el diagnostico de Brucelosis bovina se debe realizar
mediante las pruebas de Tarjeta, Rivanol, Fijacion de complemento y anillo en leche.
(12) Estas pruebas no han sido suficientes en zonas endémicas para diferenciar
animales infectados de vacunados; se han evaluado otras pruebas como la prueba

de IDR que se puede usar como prueba complementaria.

En diferentes trabajos se ha empleado la prueba de IDR con hapteno nativo,
se ha observado una especificidad de por lo menos del 80% en ganado bovino
vacunado, tanto con dosis clasica como dosis reducida de cepa 19 y una sensibilidad
del 96 %. Se ha descrito la capacidad que tiene la IDR para identificar animales
positivos después de la vacunacién con dosis reducida, comparada con otras
pruebas como tarjeta, rivanol y fijaciéon de complemento. (41,42)
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Aparicio et. al, (2003), al probar la especificidad de IDR, utilizando 40 becerras
vacunadas con la S19 a dosis clasica por via subcutanea, se observé que dos meses
después de la vacunacion, no hubo presencia de animales positivos a la prueba de
IDR. (41)

Leal-Hernandez et al (2005), en un grupo de 35 vacas prefiadas que fueron
vacunadas de becerras con 1x10'° UFC de SRB51 y revacunadas de adultas con
dosis reducida de SRB51 posteriormente fueron introducidas a un hato con una
prevalencia del 38% de brucelosis, 17 de las 35 vacas resultaron positivas a la
prueba de Tarjeta, 2 fueron positivas a Tarjeta y Rivanol, y de estas dos fue aislada
la cepa virulenta, ninguna de las vacas abortaron y concluyeron satisfactoriamente la
gestacion. (20) ElI que un animal de positivo a la prueba de tarjeta después de ser
revacunado con SRB51 (respuesta pos-vacunal transitoria) se presento en el grupo 4
formado por animales seropositivos residentes en un hato con una elevada
prevalencia de brucelosis, tres de los animales del primer muestreo fueron positivos
a Tarjeta y Rivanol pero negativos a IDR y en los muestreos posteriores algunas
veces fueron positivos a tarjeta, en una ocasion dos presentaron titulos de 1:25 en la
prueba de Rivanol, estos tres animales nunca fueron positivos a IDR, para el ultimo
muestreo estos animales fueron negativos a todas estas pruebas. De la misma forma
se observo en el grupo 3 al cual pertenecian animales seronegativos del hato con
alta prevalencia de brucelosis cuatro animales mostraron una respuesta post-vacunal
transitoria la cual consistié en que después de la revacunacion estos animales fueron

positivos a la prueba de tarjeta durante uno a tres meses pos-revacunacion.

Diaz-Aparicio et al (2006) explican que la respuesta post-vacunal transitoria es
dada por la estimulacién primaria con RB51 que desencadena la respuesta inmune
primaria contra B. abortus y posteriormente debido a la extensiva diseminacion de las
cepas de campo en las zonas endémicas las vacas desarrollan una respuesta
secundaria cuando entran en contacto con las cepas de campo. La presencia de
estos anticuerpos demuestra que los animales tuvieron contacto con la cepa de

campo, pero su sistema inmune fue capaz de controlar la infeccion. (31)
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9. CONCLUSIONES

Se comprobd que la presencia de anticuerpos del is6topo IgG1 frente al LPS

liso, es directamente proporcional a la prevalencia de brucelosis de los hatos.

La respuesta posvacunal transitoria se presenta en los hatos con alta

prevalencia, donde las vacas son vacunadas y revacunadas con la RB51.

La prueba de IDR tuvo un excelente comportamiento, durante el desarrollo de
este trabajo en comparacion con la prueba de Tarjeta, ya que discriminé animales
con respuesta pos-vacunal transitoria, por lo que se aconseja su uso como prueba

confirmatoria.
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11. ANEXOS

Anexo 1: Solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.2 (PBS)

Para preparar 1 L de PBS

e Cloruro de Sodio 8¢
e Cloruro de Potasio 129
e Fosfato Bibasico de Sodio 144 g

e Fosfato Monobasico de Potasio 1.024 g

Anexo 2: Soluciones y preparacion del gel para la prueba de IDR

Solucién A (amortiguador de glicina pH 7.8)

e Glicina 7.39
e Cloruro de sodio 5.73¢g
e Agua destilada 450 ml

Llevar el pH a 7.8 con NaOH 1N (4g/100 ml de agua) y aforar con agua destilada
hasta 500ml.

Solucion B (Agarosa)

e Agarosa (pureza inmunoelectroforesis) 0.8g
e Azida de sodio 50mg
e Agua destilada 50ml

Calentar el agua, afiadir la azida y la agarosa agitando y calentar en bafio maria a

100 ° C hasta que se torne transparente y desaparezcan los grumos.

Solucién C (Stock HN)

e 1 mg de Hapteno Nativo en 1ml de agua destilada.
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Preparacion del gel.

e Se disuelve 1g de NaCl. en 5 ml de solucién A.

e Anfadir 200 pul de la solucién C a 5 ml de la solucion A+NaCl y mezclar.

e Se calienta la mezcla anterior en bafio Maria a 60 ° C.

¢ Anfadir 5 ml de solucién B, previamente fundida y mezclar.

e Verter la mezcla (con pipeta caliente) en las placas (adicionar la cantidad
necesaria que proporcione un espesor de gel de 2 mm).

e Se deja solidificar 15 min, esperar 24 h antes de emplearlas.

e Las placas se pueden almacenar en refrigeracion en un recipiente cerrado con
humedad durante 15 dias.

e Perforar pocillos con sacabocados a una distancia minima de 4mm entre ellos
y extraer el gel con agujas o pipeta Pasteur conectada al vacio.

® Llenar los pozos con 10 a 15 pl de suero e incubar las placas en un recipiente

cerrado a temperatura ambiente durante 24 h.
Anexo 3: Solucion de PBS Tween
Se utilizé el detergente Tween 20 a una concentracion de 0.5%, esto es 0.5 ml

por litro de PBS.

Anexo 4: Amortiguador de Citrato-Fosfato 0.05 M con un pH 5.0

Solucion A
e Acido Citrico Monohidratado 0.1 M 10.5g
e Agua destilada 500 ml
Soluciéon B
e Fosfato de Sodio Bibasico 0.2 M 28.5¢g
e Agua destilada 500 ml

Para obtener el amortiguador se mezclan 24.3 ml de la solucion A con 25.7 ml
de la solucién B y se afora con agua destilada a 100 ml.

Cada pastilla de 10 pg de ABTS se disuelve al momento de usarse en 100 mi
de este amortiguador, una vez disuelto se le agrega 25 ul de peréxido de hidrégeno
al 30 %.
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