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RESUMEN

La brucelosis es una enfermedad infecciosa, que afecta tanto al hombre
como a las diferentes especies animales. Se calcula que las altas
prevalencias en el ganado lechero ocasionaron pérdidas de
aproximadamente 600 millones de dolares anuales en América latina.
Este trabajo tiene como objetivo evaluar la respuesta seroldgica de las proteinas de
membrana externa de Brucella abortus; para cumplir con este objetivo se
evaluaron sueros obtenidos de 14 bovinos, provenientes de la cuenca
lechera de Tizayuca, Hidalgo (prevalencia de 39.2%), muestreados a
los 120, 150, 180 y 270 dias post vacunacion; a partir de vacas que
habian sido vacunadas por via subcutanea con 2.0 ml de la cepa RB51, a
una concentracién 3X10° UFC/ml (Brucel RB51 Plus del Laboratorio
PRONABIVE®), La determinacion de anticuerpos contra las PME se realizo
mediante la técnica de ELISA-Indirecta. Seleccionando los sueros con
mayores cantidades de anticuerpos y posteriormente se realizo la prueba
de inmunotranferencia, utilizando antigeno de una cepa de campo, una cepa
vacunal y por ultimo una cepa aislada de leche. En esta prueba observamos
un reconocimiento para las proteinas de la cepa aislada de leche con un
peso de 71.96 kDa obtenida a los 120 dias post vacunacion que coincide con
otra del mismo peso, pero obtenida de la cepa vacunal RB51 en los
muestreos a los 150, 180 y 210 dias post vacunacion, y la 33.03 kDa
concuerda con otra de la cepa de campo a los 210 dias post vacunaciéon, en
el caso de la cepa vacunal RB51 existen dos bandas principales cuyo peso
molecular fue de 71.96 y 18.43 kDa respectivamente. En lo que respecta a
la cepa de campo los pesos principales reconocidos fueron 108.46, 96.3 y
37.89 kDa. Los resultados del estudio, indican que existe un reconocimiento

cruzado para las diferentes cepas, lo que indica la similitud en el perfil de



PME expresadas por Brucella abortus de diferente origen. En el caso de la
cepa vacunal RB51 hubo un reconocimiento para la PME de 47.63 kDa y
18.43 kDa que no expresan las otras cepas, por esta razén la expresion de
esta proteina podria ser una caracteristica diferencial entre cepas vacunal y
cepas de campo, ademas de que se demostro la capacidad inmunoldgica de
las PME de Brucella abortus de diferente origen, lo que podria tener
implicaciones positivas para el diagnoéstico y la elaboracion de nuevas

vacunas.

Palabras clave: bovino, Brucella abortus RB51, proteinas de membrana externa,

cepa de campo, cepa aislada a partir de leche y cepa vacunal RB51.



. INTRODUCCION
1.1 Generalidades.

La brucelosis es una enfermedad infecto contagiosa causada por
bacterias del género Brucella, que se agrupa en ocho especies, y se
pueden diferenciar entre si por su virulencia. Se sabe que Brucella
abortus (nueve biotipos) infecta preferentemente al ganado bovino y se
caracteriza por producir abortos en el ultimo tercio de gestacion, reduce el
porcentaje de fertilidad, nacimiento de crias deébiles, en los machos
produce orquitis y epididimitis con eliminacion de la bacteria a través del
semen, mientras que Brucella melitensis (tres biotipos) infecta al ganado
caprino y ovino, Brucella ovis al ovino, Brucella suis (cinco biotipos) al
porcino, Brucella neotomae a la rata del desierto, Brucella canis a perros
(Blasco, 1994), y recientemente Brucella pinipedae y Brucella cetacidae a
mamiferos marinos. El contagio al hombre suele ser accidental. Las mas
virulentas para el hombre son Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella
abortus, aparentemente Brucella ovis, no asi el caso de Brucella
neotomae y se desconoce si Brucella pinipedae y Brucella cetacidae
pudiera infectarlo (Murray, 2003). Existen publicaciones que describen la
infeccion por Brucella canis en el hombre (Morisset, 1969; Swenson,
1972; Blankenship, 1975); Sin embargo es escasa la informacion
referente al verdadero significado de la enfermedad desde el punto de
vista de salud publica. Los estudios seroldgicos practicados en las
muestras de 203 pacientes seleccionados al azar, en el hospital General
de México, revelaron un 13.3% de reactores positivos, con titulos de
aglutinaciéon superiores a 1:200; con todo, hasta la fecha en México no se

ha logrado aislar Brucella canis en el hombre (Flores, 1975).

Actualmente se reconoce a la brucelosis como una enfermedad de
distribucién mundial, y se considera enzodtica en México (Guemes, 2001)

Ademas es la que mayores pérdidas econdmicas ha producido en la



ganaderia causando hasta el 65% de los abortos en vacas, cerdos,
ovejas y cabras (Klevezas, 1999; Leal, 2003).

1.2 Historia.

La Brucelosis es una enfermedad que se conoce desde hace
aproximadamente 2400 afios en la época de Hipdcrates y las primeras
descripciones de la enfermedad fueron realizadas por Cleghorn en 1751;
posteriormente durante la guerra de Crimea en 1854-1856 se observaron
numerosos casos de fiebres prolongadas que no podian compararse con
otras enfermedades conocidas, por lo que se sospeché se trataba de una
enfermedad nueva. Esta sospecha se confirmé con la aparicion de casos
cada vez mas numerosos en los paises mediterraneos y posteriormente

en la isla de Malta. (Ruiz Castafneda, 1971).

Afos después, Marston en 1859 realiz6 estudios referentes a los
aspectos clinicos y patoldgicos de la fiebre del mediterraneo y hasta 1863
hizo una descripcion detallada de la enfermedad tal y como ocurria en
Malta. En el afio de 1886, Bruce aisl6 por primera vez el agente etiolégico
de la brucelosis, a partir del bazo de un soldado que murié de la infeccién,
llamandolo Micrococcus melitensis ademéas pudo reproducir la
enfermedad en monos a través de infecciones experimentales. (Ruiz
Castafieda, 1971).

En 1897, Huges presentd una de las descripciones mas completas
de la enfermedad y en ese mismo afno Wright y Semple (Wright, 1887)
desarrollaron un método diagndostico basado en la propiedad aglutinante

del suero sanguineo de los enfermos. (Ruiz Castafieda, 1971).

Simultdneamente, con las primeras observaciones de brucelosis
humana, Bang en Dinamarca, llevd a cabo estudios sobre la infeccion

bovina, presentando su notable trabajo sobre etiologia del aborto



contagioso (Bang 1897). El agente de esta infeccion fue llamado Bacilo
de "Bang" y con este nombre guarddé su incognito para la patologia

humana durante poco mas de 20 afios. (Ruiz Castafieda, 1971).

En 1904, se nombrd una comision en Inglaterra, la cual presidio el
mismo Bruce, para investigar la forma de transmision al humano y al afio
siguiente, 20 afios después el primer aislamiento del Micrococcus
melitensis, se determind la forma de contagio para el humano. Esto
gracias a los trabajos de Zammit quien determindé anticuerpos
aglutinantes en el suero de cabra y de Horrocks quien aislé el germen
causal de la fiebre del Mediterraneo a partir de la leche y orina de cabras.
(Zammit 1905; Ruiz Castafieda, 1971).

El tercer miembro del grupo de las brucelas fue aislado por Traum
en 1914 cultivando 6rganos de fetos abortados por cerdas, descubrié que
se trataba de un germen mas relacionado al bacilo de Bang que al de M.
melitensis. La importancia del nuevo germen en la economia ganadera
fue reconocida, desde luego, pero no fue sino hasta 1924, cuando Keefer
demostré el primer caso de brucelosis humana producido por un germen

diferente al M. melitensis. (Traum 1914; Ruiz Castafieda, 1971)

En 1918, Evans demostrod la relacion taxonémica entre B. abortus y
M. melitensis e identific6 a la primera Brucela de origen humano en los
EUA. (Evans, 1918; Evans, 1947; Ruiz Castafeda, 1971).

Posteriormente Malvin realzé la importancia de la brucelosis
transmitida por la leche de vacas infectadas al referir la alta incidencia de
aislamientos del agente causal a partir de la leche (11%) de la extensa
distribucion de la enfermedad al aislarse del 19% de los establos que

distribuyen el producto. (Ruiz Castafeda, 1971).

Actualmente se considera a la brucelosis como una enfermedad de

distribucion mundial. En algunos paises los programas de control y



erradicacion que se han ido desarrollando, han permitido su eliminacion
total como es el caso de Inglaterra, Noruega, Suecia, Dinamarca y
Finlandia; o bien en otros paises se ha logrado reducir considerablemente
su incidencia, como lo es en Japon, Nueva Zelanda, Australia, Alemania y
Estados Unidos. (Suarez 2001)

En América Latina fue hasta la segunda mitad del siglo XX cuando
se extendié por todo el continente (Blasco, 1994); Las perdidas
ocasionadas por esta enfermedad en ganado lechero se calcula que son
de aproximadamente 600 millones de doélares anuales. (Secretaria de
Agricultura Ganaderia y Pesca, 2010).

En México ha sido reportada en casi todos los estados, sin embargo
la prevalencia de la enfermedad es mas alta en ganado lechero, en
sistemas de manejo intensivos, que en ganado de carne bajo crianza en
sistemas semi o0 extensivos, donde las caracteristicas ecoldgicas
permiten altos indices de agostaderos y propician una baja densidad en la
poblacién, siendo por lo tanto, las zonas relacionadas con los centros de
produccion lechera las que presentan tasas de infeccibn bovina mas

altas. (Secretaria de Agricultura Ganaderia y Pesca, 2010).

En el estado de Yucatan, el Comité de Fomento y Proteccion
Pecuaria, reportd en 1998 una seroprevalencia en bovinos de 1.54%
utilizando la prueba de rosa de bengala y rivanol. En la actualidad debido
a la campafa de erradicacion que realiza las autoridades sanitarias la
seroprevalencia es cada vez mas baja. (Secretaria de Agricultura
Ganaderia y Pesca, 2010).

México se encuentra entre los paises de América latina con mayor
incidencia de brucelosis principalmente en bovinos, ovinos y caprinos.
Las pérdidas que ocasiona se calculan en millones de ddélares anuales

por concepto de eliminaciéon de animales infectados, abortos, infertilidad y



productos contaminados. (Secretaria de Agricultura Ganaderia y Pesca,
2010).

En México, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA) estimé en 1995, pérdidas en la
ganaderia bovina de carne de aproximadamente $16,255,433 y en
ganaderia lechera, alrededor de $22,477,752 considerando que las vacas
con brucelosis reducen su produccion lactea en un 20%. Se estima que la
brucelosis produce durante un ciclo productivo una pérdida de 217 litros
promedio por vaca, y un indice de fertilidad del 65-70%. Esto arroj6 un
costo negativo de aproximadamente $59,994,008 poniendo en manifiesto
la importancia sanitaria y econdmica de la enfermedad en Meéxico.

(Secretaria de Agricultura Ganaderia y Pesca, 2010).

1.3 Caracteristicas del agente.

Las especies de Brucella son Gram negativas, patdégenas
intracelulares facultativas inmaoviles y no esporuladores que se observan
al microscopio de luz como bacilos cortos o cocobacilos de 0.5 a 0.7 pm
de didmetro y de 0.5 a 1.5 um de largo. Las colonias aparecen de forma
aislada o en grupos. Son aerobios, carboxilicos; positivos a catalasa y
ureasa, y no producen acido a partir de carbohidratos en medios
peptdénicos convencionales con un pH de entre 6.6 a 7.4. No son
productores de indol (Corbel, 1984; Alton, 1988; Koneman, 2001).

Las colonias de Brucella spp. en aislamiento primario sobre medios
selectivos no suelen ser visibles hasta las 72 horas de incubacion, ello
facilita la observacion de contaminacion por hongos y bacterias de

crecimiento rapido (Marin y Blasco 1996).

Las colonias de B. ovis y de B. canis son siempre rugosas, mientras

que B. melitensis, B. abortus, B. suis, y B. neotomae son lisas. La



identificacion a nivel de especie se realiza rutinariamente mediante lisis
por bacteriéfagos especificos y pruebas bioquimicas sencillas (oxidasa y
ureasa). Para la identificacion de la biovariedad, se recurre a cuatro

pruebas complementarias:

Requerimiento en diéxido de carbono (CO2)
Produccion de sulfuro de Hidrogeno (H.S).

Sensibilidad a los colorantes (tionina, fucsina basica vy

safranina).
Aglutinacién con sueros monoespecificos anti-A y anti-M.

Al observar las colonias estas son traslicidas, convexas, circulares y
con bordes delimitados. Por encima de los cuatro dias de incubacion,
las colonias se hacen mayores tomando un color de miel, pero
permanecen traslicidas generalmente. Con iluminacion oblicua las
colonias lisas presentan un aspecto traslucido mientras que las
colonias rugosas son amarillentas y granulosas. Un procedimiento que
permite una mejor diferenciacion de las colonias lisas de las rugosas
en este sistema de iluminacion oblicua, consiste en realizar una tincion
colonial, inundando las placas con una solucibn acuosa de cristal

violeta y oxalato amonico (Alton et al, 1988).

1.4 Supervivencia de Brucella abortus en diversos medios.

Brucella spp. son bacterias que poseen una gran capacidad para
sobrevivir y persistir en el ambiente bajo condiciones apropiadas, si se
compara con muchas otras bacterias patégenas no esporulantes. Bajo
condiciones adecuadas de temperatura, humedad y proteccion contra el

sol, las brucelas pueden sobrevivir en ambientes diversos por largos



periodos, aunque no existe evidencia de que los organismos se repliquen
significativamente bajo éstas condiciones en el suelo, agua o estiércol. En
los restos de animales congelados, las bacterias sobreviven por muchos
anos. Cuando se desecan en presencia de exceso de proteinas y se
protege de la luz solar, puede retener su infectividad por muchos afos.
(Canning, 1990).

En contraposicion, son muy sensibles al calor, asi una suspension
diluida de brucelas, se destruye rapidamente al ser sometidas a la
pasteurizaciéon o al exponerlas a temperaturas de 60°C por 30 minutos
(Canning, 1990). Sin embargo, una suspension densa es mas dificil de
inactivar y se debe prolongar el tiempo de exposicion al calor o someterla
a temperaturas mas elevadas. Brucella spp. es muy sensible a la
radiacion ionizante y se mueren con rapidez al exponerla a la luz
ultravioleta. También son sensibles, a la mayoria de los desinfectantes de
uso comun a dosis recomendadas. Como sucede con otras bacterias, la
susceptibilidad se reduce en presencia de materia organica o a bajas
temperaturas. El etanol, isopropanol, iodoforos, hipoclorito diluido y los
fenoles sustituidos son eficaces para desinfectar la piel expuesta a
Brucella spp. (Canning, 1990).

1.5 Estructura microscopica y composicién quimica del género

Brucella.

El género Brucella spp. tiene la estructura clasica de las bacterias
Gram negativas, vistas al microscopio electrénico de fuera hacia dentro:
la envoltura celular formada por la membrana externa, el espacio
periplasmico y la membrana citoplasmatica que rodea al citoplasma
(Dubray, 1977; Moriyon, 1998).



La membrana citoplasmética consta de una bicapa de fosfolipidos y
proteinas de diversos tipos, es una estructura muy vulnerable a los
cambios osmoéticos y del medio ambiente. Entre la membrana
citoplasmica y la membrana externa se encuentra el espacio periplasmico
que contiene enzimas que degradan agentes nocivos procedentes del
medio, proteinas relacionadas con el transporte de nutrientes, varias de
las enzimas sobre las que actuan los antibidticos B-lactamicos y como
componente estructuralmente mas importante, un gel glucopeptidico
(mureina o peptidoglicano) responsable de la forma e integridad osmotica
de la bacteria (Cloeckaert, 1996; Moriyén, 1998). El peptidoglicano se
encuentra fuertemente asociado a la membrana externa a través de
moléculas de lipoproteina unidas por ligadura covalente, esto le
proporciona una mayor estabilidad. Ademas existen otras proteinas
asociadas en forma no covalente al peptidoglicano. Las proteinas
llamadas porinas, funcionan como canales transmembranales, que
permiten la difusion de compuestos de cierto peso molecular (Cloeckaert,
1996).

La membrana externa en su region apolar (hidréfobica) tiene un
grosor de 4.5 nm y forma una barrera estructural y funcional entre el

periplasma y el exterior de la célula (Moreno, 1981).

La membrana externa contiene distribuidos asimétricamente
fosfolipidos, proteinas y un lipopolisacarido (LPS). Es precisamente esta
asimetria lo que hace que Brucella spp. sea diferente al resto de los
Gram negativos tipicos por ello es relativamente permeable a agentes
hidréfobos como los colorantes, detergentes, sales biliares y es resistente
a los péptidos catidnicos bactericidas presentes en lisosomas y fluidos
corporales (lisozima, lactoferrinas, defensinas etc., asi como a otros
policationes bactericidas como la polimixina B (Moreno, 1981; Moriyon,
1998).



La envoltura de Brucella spp. contiene, entre otros fosfolipidos,
fosfatidil-colina, lo que es poco comun en patdégenos Gram negativos, y
lipidos de ornitina (Moreno, 1981; Moriyon, 1998).

Como en otras bacterias Gram negativas, el LPS consta de una
parte Glucolipidica (lipido A), inserta en la membrana externa y otra
polisacaridica dirigida hacia el exterior. Esta Gltima se divide en dos
secciones: el nucleo, mas interno, y la cadena O. Hay especies de
Brucella (B. ovis, B. canis) que de forma natural siempre carecen de
cadena O auténtica siendo por lo tanto, especies rugosas y otras que
caracteristicamente la poseen (B. melitensis, B. abortus, B. suis, B.
neotoma) siendo por lo tanto especies lisas, aunque pueden perderla
accidentalmente por mutacion dando origen a mutantes rugosos o R.
(Moriydn, 1998).

Las brucelas habitualmente patégenas para el hombre (B.
melitensis, B. abortus, B.suis) poseen lipopolisacarido en fase lisa (LPS-
S) y éste es marcadamente inmunodominante en la respuesta serolégica.
Por esta razén, la mayoria de las pruebas serolégicas detectan
anticuerpos frente al LPS-S (Moriyon, 1998).

El lipido A estd formado por un disacarido de diaminoglucosa
sustituido con B-hidroxiacidos y otros acidos grasos de cadena larga. A
esta composicion diferente se debe el que algunas de las actividades
caracteristicas de los LPS relacionadas con la endotoxicidad, sean
diferentes en Brucella. Como antigeno, el lipido A no parece tener

relevancia diagnéstica (Moriyén, 1998).

Del ndcleo del LPS, si bien se sabe que contienen 2-ceto, 3-
deoxioctulosonato (KDO), glucosa, galactosa y quinovosamina, y que
carece de heptosa, aunque de las dos ultimas se desconoce el orden y el

ndimero exacto de unidades (Moriyén, 1998).



La cadena O (polisacarido O) contiene los epitopes relevantes en el
diagnoéstico serologico realizado con las pruebas que detectan
anticuerpos frente al LPS-S. Este polisacarido esta formado sd6lo por un

tipo de azucar, la N-formil-perosamina sin ramificaciones (Moriyon, 1998).

Ademas de la cadena O del LPS, las brucelas en fase S contienen
un segundo polisacarido habitualmente llamado hapteno nativo. Salvo en
la union al ndcleo del LPS, el hapteno nativo es quimicamente idéntico a
la cadena O (Cloeckaert, 1995;Moriyon, 1998).

1.6 Proteinas de la membrana externa (PME).

Las PME son de gran interés porque las han relacionado con la
protecciobn. Como en otras bacterias Gram negativas, la membrana
externa de B. abortus contiene varias proteinas cuantitativamente
mayoritarias en las condiciones habituales de cultivo (Moriyén, 1998). Sus

caracteristicas se resumen a continuacion:

Grupo 1. De peso molecular entre 88 - 94 KDa cuya concentracion
es menor a la de los otros grupos y posiblemente este relacionada con
ciertas funciones de la biosintesis de la propia envoltura (Moriyén, 1998).

Grupo 2. De peso molecular entre 36 -38 KDa, son equivalentes a
las porinas de otros Gram negativos, formando un estado nativo
agrupaciones triméricas por las que penetran ciertos solutos. Dos genes,
omp2a y omp2b, codifican estas porinas, pero soélo el segundo parece
expresarse in vitro (Ficht, 1990; Cloeckaert, 1995; Ficht, 1996; Moriyon,
1998).

Grupo 3. De peso molecular entre 25-31 KDa y codificadas en los
genes omp2 (Unico expresado en brucela) y omp31l. Se han descrito
interacciones muy fuertes con el LPS, pero su papel es desconocido
(Ficht, 1990; Cloeckaert, 1995; Ficht, 1996; Moriyon, 1998).



En la actualidad como resultado de la clonacién y secuenciacion de
los genes que codifican para estas PMEs, se les ha ido asignando otra
nomenclatura: omp25, omp3l y omp2b. Otras omps han sido,
identificadas por medio de anticuerpos monoclonales, por ser menos
abundantes, se les denomina proteinas menores y presentan masas
moleculares de 10, 16.5, 19 y 89 kDa. Con base en estudios genéticos y
de su secuencia de aminoéacidos, las de 10, 16.5 y 19 kDa, se han
identificado como lipoproteinas asociadas al peptidoglicano presentes en
bacterias Gram negativas. Aparentemente existen proteinas homodlogas a
las ompl0 y ompl9 en Ochrobactrum anthropi y otras bacterias
relacionadas genéticamente a Brucella. La ompl de 89 kDa se encuentra
expuesta en la superficie de la célula. Finalmente, se ha puesto de
manifiesto la existencia de acuaporinas en la membrana externa, que son
proteinas transmembranales con canales para agua y que pertenecen a
la familia de las proteinas intrinsecas mayores (Dubray, 1977; Verstreate
1982; Douglas, 1984; Ficht, 1990; Cloeckaert, 1995; Ficht, 1996;
Moriyén, 1998;).

Las omp mayores o principales se encuentran expuestas en la
superficie de la membrana externa, sin embargo, estarian menos
accesibles en las cepas lisas que en las rugosas, debido al impedimento
estérico que causan las largas y abundantes cadenas O del LPS en las
cepas lisas (Dubray, 1977; Verstreate, 1982; Moriyon, 1998;).

Otras proteinas han sido descritas, como la periplasmica (Dubray,
1977) la cual tiene un componente denominado A2, que es una
glicoproteina resistente al calor, empleada para el diagndstico en los
bovinos; las de 16 a 18 kDa usadas como antigenos en reacciones
intradérmicas; la proteina citoplasmica de 18 kDa, con secuencia descrita
(Verstreate, 1982; Ficht, 1990; Moriyén, 1998).



Numerosas proteinas de membrana externa, interna, citoplasmica y
periplasmica han sido caracterizadas. Algunas son reconocidas por el
sistema inmune, durante la infeccidn y sélo se han reportado en Brucella,
por lo que seria de gran utilidad estudiarlas en futuras pruebas
diagnodsticas para ser consideradas en las nuevas vacunas (Verstreate,
1982; Ficht, 1990; Moriyon, 1998).

1.7 Patogenia.

La bacteria ingresa al organismo principalmente por la via oral,
aungue también puede hacerlo por la via conjuntival, por inhalacion, a
través de heridas e incluso en el semen, la forma congénita de la
enfermedad de igual forma es posible. La bacteria es facilmente
fagocitada por los macréfagos pero resiste la destruccion celular
posterior, por lo tanto permanece a salvo de los mecanismos de defensa
por largos periodos, pudiéndose multiplicar dentro del fagocito por ser un
parasito que puede vivir dentro y fuera de las células (Nicoletti, 1999;
Diaz, 2001; Koneman, 2001).

Poco después de haber entrado en el organismo por cualquier via,
los microorganismos son fagocitados por macrofagos en cuyo interior
sobreviven, se multiplican y son transportados a los linfonodos regionales,
ahi siguen multiplicandose, posteriormente tras su diseminacion
hematdégena, se localizan en los macr6fagos y en el tracto reproductor
cuando la hembra esta prefiada (Nicoletti, 1999; Diaz, 2001; Koneman,
2001).

La induccién del aborto se da por la acciéon de la endotoxina y por la
multiplicacion abundante del microorganismo en los cotiledones
placentarios, corion y liquidos fetales, su multiplicacion es favorecida por
la presencia de eritritol, el cual es un polisacarido que estimula el

crecimiento de las brucelas. En consecuencia las bacterias tienden a



localizarse abundantemente en los tejidos que lo producen, originan
lesiones en la pared del utero provocando endometritis ulcerosa en los
espacios intercotiledonarios y la destruccion de las vellosidades causando

la muerte y expulsion del feto (Enright, 1990; Diaz, 2004).

Si el animal no esta gestante, la localizacion usual es la ubre,
donde se producen mastitis intersticial y afecta los linfonodos adyacentes.
También se pueden localizar en higado, pulmén, linfonodo y bazo donde
se producen focos granulomatosos. Las vacas quedan infectadas de por
vida. La bacteria permanece a salvo de los mecanismos de defensa por
largos periodos pudiéndose multiplicar dentro del fagocito, esta relacion
huésped- parasito es muy compleja y debido a esto el periodo de
incubacién es variable y depende de la fase de gestaciéon, niamero y
virulencia de las bacterias, la edad de los animales Yy vacunaciones
previas (Enright, 1990; Price, 1990; Diaz, 2001).

1.8 Vacunas.

Para inmunizar el ganado bovino contra brucelosis se empleaba
tradicionalmente la cepa S19 viva atenuada de Brucella abortus, que se
aislo inicialmente como una cepa virulenta de la leche de una vaca Jersey
en 1923 y se dejé a temperatura ambiente en un laboratorio durante un
afno. Fue descrita por J. M. Buck en 1930 y en México se ha elaborado
desde 1951 (Flores, 1994), Es una cepa atenuada y estable, de
inmunnogenicidad relativamente alta, de morfologia lisa, incapaz de
crecer en presencia de eritritol. Aunque es de baja virulencia para el
ganado, la vacunacioén del bovino gestante puede causar aborto, en forma
esporadica, oscilando entre el 1 y el 2.5 % en condiciones de campo.
Algunas bacterias de la cepa S19 de Brucella abortus aisladas de
abortos, son capaces de crecer en presencia de eritritol (Saldarriaga,
2002).



La vacuna RB51 fue seleccionada a partir del crecimiento de la
cepa 2308 de B. abortus en presencia de rifampicina. Se empled para
denominarla la "R" por ser una cepa rugosa, la "B" por el genero Brucella
y "B1" corresponde a una nomenclatura interna del laboratorio que la
desarroll6. La cepa RB51 de Brucella abortus estad desprovista de la
cadena O, es rugosa y muy estable tras numerosos pases in vitro e in
Vivo a través de varias especies animales. Dado que carece de cadena O,
no induce anticuerpos anti-O de forma detectable por los métodos
seroldgicos convencionales o el ELISA, independientemente de la edad
de los animales, dosis o frecuencia de las inoculaciones, por lo que no
causa interferencia con el diagndstico. Cuando se emplea en protocolos
de vacunaciéon de una sola dosis, su capacidad protectora en el vacuno
es similar a la de la cepa S19 de Brucella abortus. Recientes
experimentos de campo, llevados a cabo en areas de alta y baja
prevalencia de brucelosis, indican que la inmunidad inducida por la
vacuna RB51 en el bovino (al menos un afio tras la vacunacion) es
semejante o mejor que la inducida por la cepa S19 de Brucella abortus. El
ensayo en ratéon indica que la respuesta protectora inducida por la
vacuna RB51 estd mediada Unicamente por las células T, puesto que la
transferencia a otro animal de anticuerpos inducidos por la vacuna RB51
no protege, mientras que la de células T si lo hace. La vacunacién con
RB51 induce la formacién de células T citotoxicas especificas, capaces
de destruir los macréfagos infectados con brucela. Los estudios en el
raton indican que la cepa RB51 de Brucella abortus puede proteger
contra las infecciones por B.abortus, B.melitensis, B.suis y B.ovis. Los
trabajos en marcha con varias especies animales confirman una actividad
protectora en cerdos contra la infeccion por B. suis en condiciones de
campo (Lord et al, 1998) y ha demostrado que la vacuna RB51 puede
proteger hasta al 93% de las cabras vacunadas, contra la infeccion por B.



melitensis (Schuring, 1991; Cheville, 1993; Cheville, 1996; Olsen, 1999;
Olsen, 2000; Blasco, 2003).

Existen observaciones no publicadas sobre la eficacia protectora
que sugieren que la inmunizacion debe comenzar en animales “no”
menores de 4 meses. El bovino gestante se puede vacunar con seguridad
por via subcutanea con 1 x 10° UFC/ml de RB51, sin que se produzca
aborto o placentitis. La inoculacion intravenosa de bovino gestante con 1
x 10'° UFC/ml provocé infeccién placentaria y fetal pero no aborto, lo que
sugiere que la vacunacion del bovino adulto no gestante con una dosis
completa, deberia ser segura. Sin embargo, informes no publicados de la
Colorado Serum Company, que fabrica la vacuna en USA indican que la
vacunacion de bovinos gestantes con una dosis reducida de (1x 10°) de la
cepa RB51 de Brucella abortus puede dar abortos en un 0.5% de los
vacunados y por lo tanto, la vacunacion de hembras gestantes debe ser
evitada o empleada solo en areas de alta incidencia al comienzo del
programa de erradicacion (Schuring, 1991; Cheville, 1993; 1996; Olsen,
1999; 2000; Blasco, 2003).

Desde 1996, la cepa RB51 de B. abortus es la vacuna oficial en
USA para la profilaxis de la brucelosis en el ganado bovino y el empleo de
la cepa S19 ha sido prohibido. Otros paises donde la vacuna ha recibido
aprobacion oficial y se emplea actualmente son: Argentina, Chile,
Colombia, Costa Rica, Paraguay y Venezuela. Cada pais usa métodos
ligeramente diferentes para administrar la vacuna. En México la
vacunacion con la RB51, se lleva a cabo una vez en la vida entre los 3 a
6 meses con la dosis becerra (1X10'° UFC) o después de los ocho meses
aplicando la dosis reducida para vacas (3x10° UFC), de manera practica
en zonas endémicas de brucelosis en nuestro pais, solo se recomienda
aplicar una vez la revacunacion con RB51 (Schuring, 1991; Cheville, 1993;
Cheville, 1996; Olsen, 1999; Olsen, 2000; Blasco, 2003).



La experiencia de campo indica que la vacunaciéon de hembras
gestantes puede inducir un pequefo porcentaje de abortos, en particular
si los animales no se han vacunado como terneras. Sin embargo, parece
que la RB51 tiene menor potencial abortivo que la cepa S19. La vacuna
se puede aplicar varias veces si se quiere, sin inducir anticuerpos
reactivos en pruebas seroldgicas tanto si se emplean células completas
como el antigeno liso LPS (Schuring, 1991; Cheville, 1993; Cheville, 1996;
Olsen, 1999; Olsen, 2000; Blasco, 2003).

La administracion oral de la RB51 a ratones y bovinos ha inducido
también inmunidad protectora, abriendo asi un campo de estudio para la
inmunizacion de la fauna salvaje (Schuring, 1991; Cheville, 1996; Cheuville,
1993; Olsen, 2000; Olsen, 1999; Blasco, 2003).

Recientemente, RB51 se ha aislado de la leche y de exudado

vaginal de las vacas vacunadas (Elsevier, 2003)

Aunque investigaciones han demostrado que no es un problema

serio de salud publica (Leal, 2003).

1.9 Biopeligrosidad.

Parece que la cepa RB51 tiene, poca o nula virulencia para las personas
con su sistema inmunitario normal, ya que no ha sido descrita
oficialmente ninguna infeccibn humana aunque se han producido
numerosas inoculaciones accidentales por pinchazos de agujas al
manipularla, algunos autores han considerado que esta cepa tiene
potencial para el desarrollo de una vacuna humana. Sin embargo si se
han observado reacciones de hipersensibilidad que aparecieron en
algunas personas unas pocas horas tras la inoculacion accidental. Dado

que la cepa RB51 es muy sensible a la tetraciclina, se ha recomendado



emplearla de forma preventiva en las inoculaciones accidentales (Olsen,
1999; Olsen, 2000).

La OIE en su manual de estandares para diagndsticos y vacunas dice al
respecto que: “La cepa S19 de Brucella abortus, aunque atenuada es aun
capaz de provocar enfermedad en los humanos. Los cultivos celulares y
las suspensiones deben manejarse bajo las condiciones adecuadas de
contencion de biopeligrosidad. Los residuos de vacuna y el equipo de
inyeccion debe descontaminarse con un desinfectante adecuado (un
preparado fendlico, yodoéforo o aldehidico) a la concentracion
recomendada y se deben seguir las indicaciones del médico en caso de
exposicion accidental.” Sobre la RB51 dice que: “No se dispone de
informaciéon suficiente para valorar la virulencia de la cepa RB51 de
Brucella abortus para los humanos, no obstante, no se han descrito
infecciones accidentales. Es recomendable manejar la cepa RB51 con las

mismas precauciones que la S19. (Olsen, 1999; Olsen, 2000).



II. JUSTIFICACION

Este trabajo es con el fin de investigar el comportamiento antigénico
de la cepa vacunal RB51 ya que se ha visto que en un pequefio
porcentaje causa aborto, ya que en estudios recientes se ha aislado a la
cepa RB51 de Brucella abortus en leche y en vacas primiparas
vacunadas con ésta, pero estas investigaciones no han comparado el
perfil de proteinas de membrana externa reconocidos por anticuerpos de
bovinos vacunados. Dada la popularidad que ha tenido la vacuna RB51
en estos ultimos afios por su facilidad para diferenciar animales enfermos
de sanos, resulta necesario hacer una valoracion de la respuesta
inmunolégica para que en investigaciones posteriores pueda estudiarse

su capacidad protectora.



1. OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar mediante inmunoblot el perfil de proteinas de membrana
externa reconocidos por anticuerpos de bovinos vacunados con RB51 de

Brucella abortus.
Objetivos particulares

Obtencion de proteinas de membrana externa, de membrana interna y
citosol de Brucella abortus cepa RB51, cepa aislada de leche y cepa de

campo.

Desarrollo y estandarizacion de la técnica de ELISA para la deteccion de
anticuerpos contra proteinas de membrana externa de Brucella abortus

cepas RB51, aislada de leche y de campo.

Elaboracién del inmunoblot para determinar el perfil de reconocimiento
hacia las proteinas de membrana externa de la cepa RB51, cepa aislada

de leche y cepa de campo.

IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Muestras serolégicas para determinar la presencia de

anticuerpos contra proteinas de membrana externa de Brucella sp.



Para esta investigacion se utilizaron 14 bovinos provenientes de la cuenca
lechera de Tizayuca Hidalgo, la cual tiene una prevalencia de enfermedad
del 39.2%. De estos animales se obtuvieron sueros a los 120, 150, 180 y
270 dias posvacunacion con RB51 dando un total de 56 sueros; todas
fueron vacunadas por via subcutanea con 2.0 ml de la cepa RB51, a una
concentracién 3X10° UFC/ml (Laboratorio PRONABIVE). Ademas 14 sueros en
un solo muestreo en el centro de ensefianza de la UNAM, Martinez de la

Torre en Veracruz por contar con una prevalencia nula.

4.2 Antigenos a base de PME de Brucella sp.

Las proteinas de membrana externa fueron obtenidas a partir de una
cepa de campo, una cepa aislada a partir de leche de vaca y la cepa
vacunal RB51 de Brucella abortus. El proceso de obtencion de estas

proteinas se describe mas adelante.

4.3 Cultivo e inactivacion de Brucella sp.

Cada una de las cepas de campo, RB51 vacunal y la cepa aislada a partir
de leche, se sembraron en placas de Agar Tripticasa Soya (TSA), y se
incubaron por 72 h a 37°C en estufa de CO2. Una vez crecidas y antes de
ser cosechadas se les realizaron las siguientes pruebas: Tincion con
cristal violeta, TSI, MRVP, Citrato y tincion de Gram; posteriormente
fueron recolectadas en acido H-2 hidroxietilpiperazina-N-etanosulfénico
10 mM pH 7.5. (HEPES) vy fueron inactivadas por calor a 60° C durante 1
h, finalmente se les adicion6é una mezcla comercial de inhibidores de

proteasas que contiene inhibidores de serino, cisteino y metalo proteasas.



4.4 Fragmentacion por medio de ultracongelacion y sonicasion de

las diferentes cepas de Brucella abortus.

Esta suspension de bacterias se sumergio en nitrogeno liquido por 5 min.
para ser ultra congeladas y sonicadas 8 veces a una potencia real de 100
wats, empleando un generador Sonifier-450 equipado con una micro
punta, durante 1 min por 1 min de descanso. Posterior a esto fueron,
sometidas a un ultimo ciclo de 2 min ambos procedimientos se repitieron
8 veces. Entre cada ciclo las muestras fueron ultracongeladas y

mantenidas en hielo.

4.5 Extraccion de proteinas de membrana de Brucella sp por medio
de ultra centrifugacion.

Para extraer las proteinas, las muestras sonicadas se centrifugaron a
4,424 xg durante 15 min a 4°C para remover los restos celulares. Se
recupero el sobrenadante y se ultracentrifugdé a 150,000 xg por una hora
a 4°C. Se recupero el sedimento con las secciones de membrana externa
y membrana interna, desechandose el sobrenadante con las proteinas
del citosol. La pastilla se resuspendi6 en N-Lauroil-Sarcosina al 1%
(Sarcosyl 1%) que se mantuvo en agitacion suave durante 30 min. a

temperatura ambiente.

Posteriormente esta suspension se centrifugd nuevamente a
150,000 xg por una hora a 4°C, obteniendo en el sedimento, las proteinas
de la membrana externa y en el sobrenadante las proteinas de la
membrana interna. La pastilla se resuspendio en 300 pl de HEPES (acido
H-2-hidroxietil piperazine-N-2-etanosulfénico) 10mM con un pH 7.5 con

inhibidor de proteasas, por medio de un homogenizador manual (Vortex).

Para la separacion cuantitativa de las proteinas unidas a

compuestos organicos, se tomaron 100 pl de la fraccion y se le



agregaron 400 de metanol, se agitdé y centrifugd por 10 seg a 9,500 xg
posteriormente se adicionaron 100 pm de cloroformo y nuevamente se

agito y centrifugo.

Para la separacion de la fase organica se le agregaron 300 um de
metanol, se agité y centrifugd por dos min. a 9,500 xg. El sobrenadante
se removio y se desechd. El paquete de PME se sec6 con flujo de aire y

se guardo a -70°C hasta su uso.

4.6 ELISA-indirecta para la determinacion de anticuerpos contra
PME de Brucella sp.

Esta prueba se llevé a cabo para elegir los sueros con anticuerpos con

PME de brucela para la realizacion de las pruebas de inmunoblot.

Para la estandarizacion de la prueba de ELISA-Indirecta se
realizaron diluciones de 1:50, 1:100, 1:150, 1:200 del antigeno (PME de
las cepas de B. abortus, RB51, RB51 aislada a partir de leche y cepa de
campo). Para los sueros controles positivos y negativos las diluciones
fueron de 1:20, 1:40, 1:80, en PBS 1x.

La ELISA-Indirecta se llevé a cabo en microplacas de poliestireno
de 96 pozos de fondo plano con las fracciones de PME de las cepas de
Brucella abortus: RB51, cepa de campo y RB51 aislada a partir de leche, como
antigeno, en solucion buferada de carbonato—bicarbonato pH 9.6 a una dilucion de
1:100, estos antigenos se fijaron de manera separada en el fondo de las placas
por incubacién toda la noche a 4° C (sensibilizacién de la placa), sellando las
microplacas con plastico para evitar la evaporacién. Una vez que se adhirié el
antigeno a las microplacas, se colocaron 50 ul de una solucion blogueadora de
leche descremada al 2%, se incubo a 37° C por 30 minutos y se procedi6 al lavado
con la solucion TRIS ELISA BUFER PH 7.4. A continuacion se depositaron 50 pl



de los sueros problema diluidos 1:20 en cada uno de los pozos de la microplaca,
por 30 min.

Los pozos fueron lavados 3 veces con la soluciéon TRIS ELISA BUFER PH
7.4, después se afnadieron 50 pl de proteina G conjugado con peroxidasa diluido
en proporcion 1:1000 en soluciéon de TRIS ELISA BUFER PH 7.4, la microplaca se
incubd 30 minutos a 37° C. Después del segundo lavado, se agregaron 100 pl a
cada pozo de la solucion substrato de acido citrico, peroxido de hidrogeno vy
ABTS. Se procedi6 a agitar la microplaca durante 10 minutos hasta que el color
verde de los controles apareci6 y se detuvo la reaccion agregando 100 pl de acido
sulfarico 3M. Se determiné el desarrollo de color por medidas de absorbancia a
405 nm. La técnica descrita anteriormente se aplicé utilizando conjugados anti-IgG

conjugado con peroxidasa.

4.7 Montaje del gel en el equipo de electroforesis y la separacién

electroforética.

Este procedimiento se realiz6 con las PME de las cepas de Brucella abortus:
RB51 vacunal, cepa de campo y cepa aislada a partir de leche, en geles de
acrilamida y bisacrilamida usando una camara de electroforesis como se describe

a continuacion:

Se prepard el gel de poliacrilamida que es el gel separador, se deja
polimerizar y posteriormente se vierte el gel concentrador y de inmediato, se
inserta un peine limpio en la solucion del gel concentrador hasta rellenar

completamente los espacios del peine.

Al completarse la polimerizacién , se colocaron las placas de vidrio en el
aparato de electroforesis agregando la solucién Bufer SDS- Page 5X, y se prepar6
la solucion de referencia con anhidrasa carbonica y albumina sérica bovina en el
primer poso y las soluciones de prueba en el siguiente orden: los tres primeros

pozos con PME de cepa aislada a partir de leche, los siguientes tres con cepa de



campo Yy los ultimos tres con cepa vacunal RB51 y posteriormente se desarrollo la
electroforesis. La relacion intensidad/voltaje, fue de 80 volts los primeros 30
minutos y 120 volts hasta que se desplazé completamente el indicador en el gel,
inmediatamente estos fueron sumergidos en una solucion de Comassie durante
toda la noche, al siguiente dia fueron decolorados con una solucion de
decoloracion, hasta que las bandas de proteinas tefiidas contrastaron nitidamente

sobre un fondo claro.
4.8 Inmunotransferencia

Las PME de las cepas de Brucella abortus: RB51, cepa de campo y
RB51 aislada a partir de leche, fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa por el método de transferencia semiseco usando una
camara Trans-Blot SD. Se procedié a montar la inmunotransferencia
utiizando como metodologia el sistema de emparedado. La transferencia
se corrié a 15 voltios durante una hora y media. Terminado el tiempo de
transferencia la membrana fue bloqueada con leche descremada al 2%
por 24 horas; se retird la leche descremada y la membrana se corto a la
mitad, las mitades se lavaron con PBS Tween 20 tres veces y dos veces
con soluciéon buffer fosfatos (PBS 1x) estos lavados se repitieron entre
cada paso de la técnica. Posteriormente, se incubd toda la noche a 4° C
con una mezcla de sueros de las vacas vacunadas con la cepa RB51 de
B. abortus. Después la membrana fue incubada con conjugado de
proteina G peroxidada diluida a 1:500 por dos horas a temperatura
ambiente en agitacién y por ultimo, se revelaron las proteinas con 3,3-

Diaminobenzidina y perdxido de hidrégeno.



V. RESULTADOS

5.1 Resultados de las pruebas bacteriolégicas realizadas a las

cepas de Brucella abortus aislada de leche, RB51y de campo.

Se obtuvieron colonias caracteristicas de Brucella abortus a las 72
hrs de incubacion, la tincién con cristal violeta diferencio la cepa RB51 de
las otras cepas de prueba, a la tincion de Gram, las tres cepas mostraron
bacilos cortos Gram negativos y fueron negativas a las pruebas de TSI,
MRVP vy Citrato.

5.2 Estandarizacién de la técnica de ELISA-Indirecta.

Entre los resultados que se obtuvieron para el suero, se observo
una densidad o6ptica (DO) de 0.350, para la dilucion 1:20 y para las otras
diluciones se obtuvo una DO menor, por esta razon para examinar los
sueros problema en la técnica de ELISA se eligid la dilucion 1:20. La
dilucién o6ptima del antigeno, fue de 1:100 debido a que la DO fue de
0.300, las demaéas diluciones permanecieron por debajo del valor obtenido
en 1:100.

5.3 Determinaciéon de anticuerpos contra las PME de las cepas de

Brucella abortus en sueros de bovinos vacunadas.

Se seleccionaron 9 sueros que mostraron en ELISA una DO de en
promedio 0.250 los resultados sirvieron para determinar el nivel de
anticuerpos presentes en los sueros de las vacas vacunadas contra
Brucella, considerando que la DO es directamente proporcional a la

cantidad de anticuerpos presentes.



5.4 Separacion y visualizacion electroforética de PME.

Al realizar el analisis cualitativo del perfil de PME en las cepas de
campo, aislada a partir de leche y cepa RB51 vacunal de Brucella
abortus, se observd que el perfil electroféretico en las diferentes cepas

fue homogéneo.

Cepa RB51 Cepa de campo Cepa aislada a
partir de leche

L

Fig. 1 Proteinas de membrana externa en gel de Poli-
acrilamida y tefiidas con azul de Comassie, la banda azul
claro de la derecha demuestra los marcadores de pesos
moleculares y las lineas indican el corrimiento
electroforético de las proteinas.

5.5 Reconocimiento por inmunoblot de las PME de cepa aislada a

partir de leche, cepa de campo y cepa vacunal RB51.

Para realizar el inmunoblot se seleccionaron los sueros que mostraron en
ELISA una DO en promedio de 0.250 encontrandose tanto diferencias
como similitudes en cuanto al perfil de PME en los diferentes muestreos

como en las diferentes cepas.



En el primer muestreo a los 120 dias pos vacunacidn como se
muestra en la Tabla 1, existe una diferencia en los pesos de las PME,
debido a que los anticuerpos reaccionan con los antigenos que son
reconocidos en las diferentes cepas de Brucella abortus, en la cepa
aislada existe un marcado reconocimiento de la proteina de 71.96 kDa y
un ligero reconocimiento de la proteina de 25.73 kDa. A diferencia de la
cepa RB51 que tiene un reconocimiento marcado de la proteina de 79.26

kDa vy ligero en las otras tres proteinas de 59.8, 33.03 y 18.43 kDa.

Tabla 1. Reconocimiento de PME de las Cepas
aislada, RB51 y de campo de Brucella abortus
por sueros de bovinos obtenidos a los 120 dias
pos vacunacién.

Cepa aislada | Cepa RB51 |Cepade Campo
(kDa) (kDa) (kDa)
71.96 79.26 108.46
25.73 59.8 101.16

33.03 84.13
18.43 42.76

En el segundo muestreo a los 150 dias pos vacunaciéon (Tabla 2) se
puede observar que no hay similitudes en cuanto al peso molecular de las
proteinas reconocidas entre las diferentes cepas, no obstante para la
cepa RB51 existe un reconocimiento en la proteina 18.43 kDa y para la
cepa de campo en la proteina 84.1 y 108.46 kDa como en el muestreo

anterior.

Tabla 2. Reconocimiento de PME de las Cepas

aislada, RB51 y de campo de Brucella abortus



por sueros de bovinos obtenidos a los 150 dias

pos vacunacion.

Cepa aislada |Cepa RB51| Cepa de Campo
kDa kDa kDa

67.1 81.7 108.46

35.46 71.96 96.3

40.33 84.1

18.43 69.5

37.89

En el muestreo a los 180 dias pos vacunacion, como se observa en
la Tabla 3, el peso molecular de la proteina 23.29 kDa de la cepa aislada
es el mismo de una de las proteinas reconocidas de la cepa RB51, y para
la cepa RB51 se repite la 71.96 kDa del muestreo anterior, lo mismo que
para la proteina 37.89 y la 96.3 kDa de la cepa de campo aunque la

proteina 108.46 kDa se repite también en los dos muestreos anteriores.

Tabla 3. Reconocimiento de PME de las Cepas
aislada, RB51y de campo de Brucella abortus
por sueros de bovinos obtenidos a los 180 dias

pos vacunacion.

Cepa aislada| Cepa RB51 | Cepa de Campo
kDa kDa kDa
23.29 71.96 108.46
64.6 96.3
47.63 37.89
23.29

Y para el ultimo muestreo (Tabla 4), en la cepa aislada existe un
reconocimiento en la proteina de 64.66 kDa igual que en la cepa RB51

del muestreo anterior, en la cepa RB51 se repite el peso molecular 71.96



kDa de los dos muestreos anteriores y para la cepa de campo se repite
la 96.3 kDa de los dos ultimos muestreos, asi como la 71.96 kDa de la
cepa RB51.

Tabla 4. Reconocimiento de PME de las Cepas

aislada, RB51 y de campo de Brucella abortus

por sueros de bovinos obtenidos a los 210 dias

pos vacunacion.

Cepa aislada |Cepa RB51 | Cepa de Campo
kDa kDa kDa
64.66 71.96 96.3
33.03 47.63 71.96
6.26 37.89 33.03
13.56

En resumen, los resultados obtenidos en el analisis cualitativo de las
proteinas de las cepas de campo, aislada de leche y vacunal RB51 reconocidas
por inmunotransferencia, como se muestra en la Tabla 5, fue en base a el
reconocimiento en la cepa aislada de seis bandas de las cuales la 71.96 kDa
obtenida a los 120 dias pos vacunacion coincide con otra del mismo peso, pero
obtenida de la cepa vacunal RB51 en los muestreos a los 150, 180 y 210 dias pos
vacunacion, y la 33.03 kDa concuerda con otra de la cepa de campo a los 210
dias pos vacunacion, en el caso de la cepa vacunal RB51 existen dos bandas
principales cuyo peso molecular fue de 71.96 y 18.43 kDa respectivamente. En lo
que respecta a la cepa de campo los pesos principales reconocidos fueron
108.46, 96.3 y 37.89 kDa.

Tabla 5. Resumen del reconocimiento de PME
de las Cepas aislada, RB51 y de campo de
Brucella abortus por sueros de bovinos

obtenidos.



Cepa aislada |Cepa RB51 | Cepa de Campo
kDa kDa kDa
71.96 71.96 33.03
18.4 108.46
96.3
37.89

5.6 Resultados de animales no vacunados.

Los animales no vacunados negativos a Brucella no tuvieron reaccién
alguna a Elisa y al realizar el inmunoblot no hubo ningdn reconocimiento hacia

las proteinas.



Vacas vacunadas con RB51
alos
120 150 180 210

B1.7

79.26

71.96 | |71.96 [71.96

64.6

9.8

47.63| 47.63

40.33

37.89

33.03
23.29

18.43 | 118.43

Fig. 2. Esquema representativo de las proteinas que se

repitieron con mayor frecuencia en las muestras de los

sueros de las vacas vacunadas con la vacuna RB51

obtenidos alos 120, 150, 180 y 210 dias pos vacunacion.
Es importante recalcar que los resultados de esta investigacion fueron evaluados
de forma cualitativa por lo que no es aplicable algin método estadistico; Las
proteinas que se observan en la figura 2 fueron las que se repitieron con mayor
frecuencia en las muestras de los sueros obtenidos a los 120, 150, 180 y 210 dias
pos vacunacion. Lo que indica que las proteinas con peso molecular de 71.96 y

47.63 podrian ser importantes en la inmunidad protectiva.



VI. DISCUSION

En algunas investigaciones, se menciona que las proteinas de membrana
externa de Brucella son muy resistentes, y que se requiere de condiciones muy
drasticas para su extraccion. Ademas, las fuertes interacciones entre las proteinas
y el lipopolisacérido dificultan su purificacién. Estos inconvenientes no han
impedido la obtencion de las PME, su andlisis mediante ensayos de electroforesis
en gel de poliacrilamida, o bien mediante técnicas autorradiograficas e

inmunoenzimaticas (Ficht, 1990).

En esta investigacion el método de extraccion de proteinas tuvo
éxito, ya que al comenzar el trabajo se utiliz6 el método simple de
sonicaciobn 'y no se obtuvieron proteinas; pero al combinar el
congelamiento rapido y la sonicacion se pudo fragmentar la bacteria
hasta obtener proteinas que se pudieron observar con la electroforesis y
la tincibn de Coomasie. Mejia (2001) comenta que, la cantidad de proteina de
membrana externa que se utiliza como antigeno para diferentes pruebas, depende
en gran medida de las concentraciones de las mismas, aunado a la técnica de
extraccion basada en la utilizacion de detergentes como la L-lauril sarcosina
permitié el andlisis de las mismas, como la prueba de ELISA indirecta y para el
Inmunoblot, lo que coincide con el trabajo realizado por Mc Vicker y Tabatabai
(2002), quienes obtuvieron antigeno suficiente usando la misma técnica. Sin
embargo, se han realizado diversos estudios donde se evallan diferentes métodos
para la obtencion de PME; tal es el caso de Paravis et al, (1995) quien menciona
dos métodos de obtencion de proteinas: ultracentrifugacion y autoclave a través
de vapor fluente, obteniendo en ambos un buen rendimiento del antigeno para la

realizacion de pruebas de inmunotransferencia.

A través de la técnica de ELISA indirecta hubo una clara deteccion de
anticuerpos hacia las PME de las diferentes cepas de Brucella abortus lo cual
coincide con Leal (2003) y Mejia (2004), quienes utilizan la prueba de ELISA para
la deteccion de PME con diferentes agentes, entre los que destacan, Brucella ovis,



Actinobacillus seminis, A. pleuropneumoniae, Pasteurella multocida y Mannheimia

haemolytica.

El inconveniente que tiene la técnica de ELISA, a pesar de ser una prueba de
gran utilidad para el diagnéstico, es la dificultad de obtener antigenos purificados y la
posibilidad de tener reacciones cruzadas con otras bacterias Gram negativas. Ademas
de que la técnica de ELISA indirecta también tiene mayor costo y trabajo
operacional (Mejia 2004); En el caso de Brucella, Nielsen (1990), ha demostrado la
reaccion cruzada con Salmonella 0:30, Francisella tularensis y Vibrio cholerae 0:1, y
sobre todo el serotipo 0:9 Yersinia enterocolitica. Estas reacciones cruzadas se
deben principalmente a la similitud en sus LPS. La utilizacion de otros antigenos
sobretodo de naturaleza proteica, puede ser una alternativa para contrarrestar estos
efectos, como lo sefiala Gonzalez (2002), pero es necesario contar con mas estudios.
Sin embargo, ya estandarizada la técnica y contando con antigenos apropiados,
representa una herramienta Util para el diagndstico de diversas enfermedades.

Se han realizado investigaciones utilizando diversos componentes como la
envoltura celular de Brucella, el lipopolisacérido, el peptidoglicano, los fosfolipidos, y las
proteinas de membrana externa con resultados variables, como lo sefialan Stevens
(1995) y Montafia (1998).

Las proteinas que se reconocieron en los tres grupos pero en diferentes tiempos
fueron, la 71.96 de cepa aislada de leche obtenida a los 120 dias pos vacunacion,
gue coincide con otra de la cepa vacunal RB51 en los muestreos a los 150, 180 y
210 dias pos vacunacion, y de la cepa de campo a los 210 dias posvacunacion, en
lo que respecta a la 33.26 de la cepa RB51 concuerda con otra de la cepa de

campo a los 210 dias pos vacunacion.

En trabajos anteriores (mencionados abajo); no se han descrito proteinas de
alto peso molecular (mas de 100 kDa) similares a la reconocida en este estudio y

por lo tanto se desconoce su implicacion biologica.



Verstreate (1982), menciona que en B. abortus hay dos grupos de proteinas
de pesos moleculares que van del rango 25 a 27 kDa y 36 a 38 kDa. Es posible
que el fuerte reconocimiento observado hacia estas proteinas en los animales

vacunados, sea indicativo de su participacion en la patogénesis de la enfermedad.

En este trabajo, se determind el reconocimiento de las PME en animales
vacunados, por lo que se demuestra su alto poder inmunogénico en animales
vacunados y representa una herramienta alternativa para el diagnostico de
brucelosis, por otra parte su posible utilidad para la creacion de nuevas vacunas
para la prevencion de la brucelosis en México. Por ejemplo Chavez (2004), en un
trabajo sobre PME concluye que éstas pueden ser buenas candidatas para la

elaboracion de inmunogenos contra la brucelosis ovina.

Por ultimo, habria que tomar en cuenta, que seria importante, realizar mas
investigaciones respecto a este tema para determinar la capacidad protectiva de
las PME en modelos de desafio, asi como determinar la sensibilidad y

especificidad de estos antigenos en pruebas de diagndstico.



VII. CONCLUSIONES

e En animales vacunados con la cepa RB51 de Brucella abortus existe un
reconocimiento hacia las PME obtenidas a partir de diferentes cepas de la

bacteria.

e Las principales proteinas reconocidas fueron cepa aislada, de campo y

vacunal.

e EXxiste un reconocimiento cruzado para las diferentes cepas, lo que indica
la aproximacion estructural en el perfil de PME expresadas por Brucella

abortus de diferente origen.

e En el caso de la cepa vacunal RB51 hubo un reconocimiento para la PME
de 47.63 kDa y 18.43 kDa que no fueron reconocidas en las otras cepas,
por esta razon el reconocimiento de estas proteinas podrian ser una

caracteristica diferencial entre cepas vacunal y cepas de campo.

e Se demostro la capacidad antigénica de las PME de Brucella abortus de
diferente origen, lo que podria tener implicaciones positivas para el futuro

diagnéstico y la elaboraciéon de nuevas vacunas.
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