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RESUMEN

ALBERTO LOPEZ HERRERA. Comportamiento de la cepa mutante inv4 de Brucella
melitensis Revl como inmunogeno en el modelo caprino. Bajo la direccion de: Dr.
Francisco Suarez Giiemes, Dra. Beatriz Arellano Reynoso y Dr. Efrén Diaz Aparicio.

Se evalud en el modelo caprino la cepa mutante en el gen inv4 de Brucella. melitensis Rev1
con el fin de medir la proteccion contra el desafio experimental, la duracion de la respuesta
inmune humoral y por lo tanto la interferencia con las pruebas seroldgicas de Tarjeta al 3%
e Inmunodifusion Radial. Se disefiaron iniciadores para la estandarizacion de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa en tiempo real, para medir la expresion de secuencias de
citocinas de perfil Th1l y Th2. Se utilizaron 3 grupos de 8 hembras caprinas (Capra hircus)
cada uno, con edades de entre 1 y 3 afos, sin antecedentes clinicos o seroldgicos de
brucelosis. El primer grupo fue vacunado con la cepa mutante Revl/inv4, el segundo con
Revl y el tercero fue el grupo control sin vacunar, para los grupos vacunados se utilizo la
dosis reducida de 1x10° UFC/mL. Posteriormente se sincronizo el estro de las cabras y se
gestaron por monta dirigida. Aproximadamente al dia 110 de gestacion se realizd el desafio
experimental con la cepa virulenta 16M. Se realiz6 la necropsia y la coleccion de érganos
para el aislamiento bacterioldgico después de la ocurrencia de aborto o parto. Se colectaron
muestras serologicas pos-vacunacion y pos-desafio para la realizacion del diagndstico
serologico y muestras de sangre completa para la extraccion de células mononucleares de
sangre periférica para la extraccion de RNA y realizar la medicion de la expresion de
citocinas. En los grupos vacunados hubo aislamiento de la cepa virulenta en 1 hembra de
cada grupo y no hubo presencia de aborto, mientras que en el grupo control hubo
aislamiento en 5 y aborto en 2 hembras. Ambas cepas vacunales se comportaron de manera
similar; sin embargo por diferencia en la dosis de Revl (1x10° UFC/mL) y contaminacion
por la misma hacia los otros grupos, no se pudo concluir una diferencia con la cepa mutante
Revl/invA.

Palabras clave: brucelosis, vacunacion, B. melitensis Revl, PCR tiempo real



ABSTRACT

A mutant strain on the inv4 gene of Brucella melitensis Revl was evaluated in the caprine
model to measure the protection conferred against experimental challenge, the duration of
the humoral response and therefore the interference with the serological tests of 3% Card
Test and Radial Immunodiffusion. Additionally, cytokine primers were designed for the
standardization of real time Polymerase Chain Reaction to measure the expression of a Thl
and Th2 immune response. Groups of 8 does (Capra hircus) between 1 and 3 years old and
without clinical or serological signs of brucellosis were separated into 3 groups. The first
group was vaccinated with the mutant strain Rev1/inv4, the second group with Revl and
the third group was not vaccinated, for the vaccinated groups we administered the reduced
dose. After vaccination the estrus were synchronized and then mated with a buck. The
experimental challenge was carried out at approximately 110 days of gestation with the
virulent strain 16M. Necropsy and organ collection were performed soon after the
occurrence of abortion or parturition. Serologic samples were collected post-vaccination
and post-challenge for serologic diagnosis and full blood samples for RNA extraction of
peripheral blood mononuclear cells for measuring of the cytokine expression. In each
vaccinated group, the isolation of the virulent strain was found in one doe and there was not
occurrence of abortion, while in the control group there were isolation in 5 does and 2
abortions occurred. Both vaccinal strains behave similarly; however, due to a difference in
dosage of Revl (1x10° UFC/mL) and contamination with the same strain to the other
groups we could not conclude a difference with the mutant Rev1/invA.

Key words: brucellosis, vaccination, B. melitensis Revl, real time PCR



INTRODUCCION

Definicion y Aspectos Generales de la Brucelosis Humana

La brucelosis es una enfermedad zoondtica de distribucion mundial, conocida también por
nombres como “fiebre ondulante”, ‘‘fiebre del Mediterraneo” o “fiebre de Malta”, entre
otros. A pesar de que ha habido un enorme progreso en el control de la enfermedad en
muchos paises, atn existen regiones en donde la infeccion persiste en animales domésticos
y en consecuencia tiene efecto en la salud publica y en la economia. La expansion de la
industria ganadera y la urbanizacion, junto con la falta de medidas higiénicas en las
unidades de produccion animal y en la inocuidad de los alimentos, son parte importante del
porqué la brucelosis continda siendo un problema 2. La brucelosis es causada por especies
del género Brucella, la enfermedad que provoca es de importancia en paises en vias de
desarrollo, ya que en su mayoria, las zonas endémicas de la enfermedad son en donde los
servicios de salud son insuficientes " *. La brucelosis en humanos continfia siendo una de
las zoonosis con mayor presencia a nivel mundial, con mas de 500,000 casos anuales. La
epidemiologia de la brucelosis humana ha cambiado drasticamente en la tltima década, en
muchas de las areas que eran tradicionalmente consideradas como endémicas han logrado
su control, mientras que en otras regiones han emergido nuevos focos de brucelosis humana
4. En la mayoria de los paises la brucelosis es una enfermedad de notificacion ante las
autoridades sanitarias, pero la realidad es que existe poca notificacion de la enfermedad y

los ntimeros oficiales son una fraccion de la incidencia real >.

La brucelosis esta catalogada en la lista de enfermedades de la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE), antigua lista B, y en la de otros organismos internacionales como la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion del Tratado del Atlantico
Norte (OTAN). Su significancia como un agente potencial de bioterrorismo es conocida,
siendo los aspectos importantes relacionados con este potencial: la relativa accesibilidad
para obtener la bacteria de un area endémica, su facil manipulacion y la diseminacion de

bacterias por aerosoles * .



Brucelosis Humana en México

La brucelosis humana en México esta sujeta a vigilancia epidemioldgica con notificacion
semanal, encontrando que en los ultimos afios se han reportado en promedio mas de 2,000
casos al afio ®. La brucelosis en la poblacion mexicana puede ser mas alta que los casos
notificados, debido a que la vigilancia epidemioldgica es pasiva y en muchos casos no es
diagnosticada °. En décadas recientes se ha implementado la Campafia Nacional para la
Erradicacion de la Brucelosis Animal, aunque a pesar de esto continia habiendo numerosos
casos de brucelosis ' ' 12 México contintia siendo uno de los reservorios de brucelosis
humana, hasta el afio 2000 hubo una disminucidon de los casos de brucelosis reportados,
pero posteriormente la cifra ha ido en aumento, una de las razones podria ser una mejora en
los sistemas de notificacion *. Para el afio 2014 la incidencia de la enfermedad reportada
por la Secretaria de Salud informa un total de 2,562 casos . En el afio 2013 los estados con
mayor numero de casos de: Guanajuato 14.88% (417/2,802), Michoacan 14.31%
(401/2,802), Sinaloa 12.42% (348/2,802), Puebla 6.96% (195/2,802), Jalisco 5.92%
(166/2,802), Sonora 4.96% (139/2,802) y Tamaulipas 3.85% 4.

Brucelosis Caprina

La virulencia de las especies de Brucella que afectan a los pequefios rumiantes varia de
acuerdo a la cepa y la carga bacteriana. La susceptibilidad del hospedero depende y se
asocia con el estado fisiologico del animal. La infeccion de B. melitensis en cabras en
condiciones de campo se puede observar desde la presentacion aguda tipica hasta la
resistencia a la infecciéon '°. Las pérdidas econdomicas ocurren por la pérdida de crias y por

la disminucion de la produccién de leche ',

Transmision

La introduccion de la brucelosis en un hato libre es por la introduccion de animales

infectados o por pastoreo en pastizales compartidos en areas en donde la enfermedad esta

17,18

presente . Las secreciones eliminadas del tracto genital de las hembras y la placenta son

la principal fuente de diseminacion de Brucella spp., elimindndose una gran cantidad de

bacterias durante el aborto o parto, pudiendo perdurar de 2 a 3 meses "> ' . En



instalaciones donde los animales se encuentran hacinados el patdégeno se puede diseminar
rapidamente seguido de abortos, representando una amenaza sanitaria seria para el hato y
los trabajadores *. Bajo ciertas condiciones, Brucella spp. pueden mantener su infectividad
al mantenerse en materia orgdnica como fetos, membranas fetales, heces, agua, lana,

15
pastura o suelo .

La infeccion ocurre generalmente por ingestion o por contacto directo a través de la mucosa
nasal o la conjuntival y ocasionalmente por la mucosa genital. En las crias la mayoria de las
infecciones son adquiridas al momento del consumo de calostro o leche, también se
infectan in utero o al pasar por el canal de parto. Los cabritos que nacen de madres
infectadas son portadores, si los linfonodos (LN) del tracto gastrointestinal se infectan

15, 17, 18 . - . ,
7 7. La infeccidn persistente en glandula

pueden diseminar las bacterias en las heces
mamaria y LN supramamarios, lo que lleva a una constante o intermitente eliminacion de
Brucella spp. en la leche. El nimero de bacterias eliminadas en la leche es relativamente

. . : - . ~ 15
bajo, pero es suficiente para causar infeccion a las crias y a los ordefiadores .

Los perros, gatos y carnivoros silvestres pueden ser infectados y diseminan la enfermedad
mecéanicamente, llevando de un lugar a otro los fetos o placentas contaminadas. Los
bovinos, rumiantes silvestres y cerdos también pueden ser infectados por B. melitensis si se

~ . 1
encuentran en rebafos mixtos 5.

Signos Clinicos

En la infeccion experimental existe una variedad de signos clinicos descritos, mientras que
en la ocurrencia natural de la enfermedad el aborto es generalmente el Unico signo. El
aborto en hembras infectadas puede ocurrir en los 2 ultimos meses de gestacion, pudiendo
parir crias débiles. El aborto ocurre particularmente en la primera gestacion, las gestaciones
subsecuentes pueden llegar a término, pero ocurre la reinvasion del ttero y la placenta y las
bacterias se diseminan al momento del parto '>'6-17-18.19,

La infeccion se establece en los LN, organos del sistema reticulo-endotelial y en glandula
mamaria '°. La enfermedad se puede manifestar de forma sistémica con signos de fiebre,

letargia, pérdida de peso, diarrea, metritis, placentitis, mastitis aguda con produccion de



leche acuosa con coagulos y disminucion en la produccion. A pesar de esto, los signos de
mastitis en cabras infectadas naturalmente no son siempre identificables. En machos puede
haber otros signos como orquitis, epididimitis y artritis cuando la infeccion esta localizada.
Sin embargo, muchos animales desarrollan infecciones autolimitantes que son

asintomaticas '>1" 18,

Diagnostico

Como se menciono en la transmision de la enfermedad, las mismas vias de eliminacion de
la bacteria son adecuadas para la coleccion de muestras bioldgicas para el diagnostico de la
brucelosis. Las muestras de leche, hisopos vaginales, sangre, placenta, 6rganos de animal
adulto o feto abortado, deben ser colectadas con instrumental estéril y protecciéon como
guantes, cubre boca, lentes y bata u overol. Las muestras deben ser mantenidas en
refrigeracion (o congelacion) y ser transportadas lo mas rapido posible al laboratorio, deben

estar identificadas y contener la historia clinica con el diagndstico presuntivo de brucelosis
20,21

Diagnostico directo: bacteriologico y molecular

El diagndstico bacteriologico de Brucella spp. se puede lograr mediante el aislamiento a
partir sangre, hisopados vaginales y muestras de leche del animal vivo, mientras que el
bazo y los LN son los mejores sitios para obtener el aislamiento después de la necropsia. La
sensibilidad en el aislamiento depende de la viabilidad de Brucella spp. en la muestra y el
numero de especimenes probados para el mismo animal. El tiempo requerido para el cultivo
puede ser largo y en las muestras que contengan otras bacterias contaminantes y bajos
numeros de Brucella spp. pueden no ser detectadas ' 1%2% 22,

Los ensayos de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) han demostrado ser métodos
valiosos para detectar Acido Desoxirribonucleico (DNA) de diferentes microrganismos y
proveen una opcion para el diagndstico de la brucelosis. Muchos autores han reportado
buena sensibilidad con base en diferentes marcadores moleculares para detectar DNA de
Brucella spp. en cultivos puros. Sin embargo, pocos estudios se han realizado con muestras

clinicas o de campo y pocos métodos de PCR han sido evaluados como herramienta



diagnostica. Hasta el momento ninguna técnica parece ser lo suficientemente sensible para

remplazar a la bacteriologia a partir de las diferentes muestras biologicas 2.

Diagnostico indirecto. pruebas serologicas

La Prueba de Tarjeta es la prueba nacional e internacionalmente reconocida como prueba
tamiz de brucelosis en pequefios rumiantes > ?** %, La Prueba de Tarjeta es suficiente para
la vigilancia de los hatos libres a nivel rebafio '°. La Fijacién de Complemento (FC) es la
prueba mas utilizada como prueba confirmatoria, a pesar de la complejidad y
heterogeneidad de las técnicas en los diferentes paises, se considera que la prueba es
efectiva en los pequefios rumiantes y se debe considerar utilizar en conjunto con la Prueba
de Tarjeta en hatos infectados, para obtener una diagnodstico individual precisa en
programas de erradicacion '> 2%,

Se han obtenido buenos resultados en pequefios rumiantes con la ELISA indirecta o en un
menor grado con la ELISA competitiva utilizando diferentes antigenos, siendo las que
contienen un elevado contenido de LPS liso las mas confiables. Estas pruebas tienen una
mayor sensibilidad que la Prueba de Tarjeta y la de FC, pero al igual que estas pruebas, son
incapaces de diferenciar los animales vacunados recientemente con la cepa de B. melitensis
Revl (Revl) *. La Inmunodifusion Radial (IDR) con hapteno nativo de Brucella spp. ha
sido evaluada en caprinos encontrandose con una elevada sensibilidad y especificidad, tiene
la capacidad de diferenciar animales infectados de vacunados, pero atin no es considerada

como prueba confirmatoria *,

Tratamiento

Debido a razones econdmicas, epidemioldgicas y de salud publica, a excepcion de los
perros, no se da tratamiento con quimio-terapéuticos a los animales infectados **. En
México, los rumiantes infectados deben ser identificados por medio del marcaje con fierro
en el masetero derecho con la letra "B" de un tamafio de 5 x 3cm para ovinos y caprinos. Se
podré utilizar otro tipo de identificacion, siempre y cuando lo autorice la Secretaria de

Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentaciéon (SAGARPA) 26



Brucelosis Caprina en México

La brucelosis es una de las enfermedades mas importantes en México, la significancia de la
enfermedad tiene implicaciones en la salud publica y en la economia al ser factor limitante
para el comercio local y global de los animales y de sus subproductos ' ?. La situacion
actual en la mayoria de los Estados se encuentra en control, mientras que en algunos
Estados como Baja California Sur, Colima, Quintana Roo, Campeche, Yucatan, algunas
regiones de Guerrero y Chiapas se encuentran en erradicacion. Recientemente, algunos
municipios que conforman la Region Huasteca del Estado de Hidalgo, han cambiado de
fase de control a la fase de erradicacion. Solo en Sonora existe una amplia region libre de la
enfermedad 2* %,

La vacunacién oficial para el ganado debe ser realizada y/o supervisada por médicos
veterinarios oficiales o aprobados. Las vacunas utilizadas deben ser constatadas y
autorizadas por la SAGARPA, las cuales tienen que ser, para pequefios rumiantes,
elaboradas con la cepa Revl (vacunas vivas atenuadas, liofilizadas) y deben ser aplicadas
por via subcutanea. La dosis clasica debe contener de 1-2 x 10° UFC/mL y se aplica en
hembras de 3 a 4 meses de edad. La vacuna en dosis reducida debe tener un titulo de 1 x
10> UFC/mL y puede aplicarse a todas las hembras mayores de 4 meses que estén sanas,
aun cuando estén gestantes. No debe aplicarse en ningiin caso la vacuna a caprinos ni
ovinos machos. Todos los animales vacunados contra la brucelosis deben identificarse con
arete autorizado 2®. La problematica de la vacunacion contra Brucella spp. se abordard mas

adelante.

Prevencion y Control de 1a Brucelosis

La prevencion y el control de la brucelosis son mas complejos que la vacunacion, el
diagnostico y la eliminacion de los animales infectados. Cada region tiene caracteristicas
propias, que tienen que ser consideradas antes de la implementacion de un programa para el
control y erradicacion de la enfermedad . Cuando se controla la enfermedad en los

animales, hay una disminucion significativa de casos en la poblacién humana >,



Programas de Erradicacion de la Brucelosis Animal

Pocos paises tienen los recursos necesarios para la erradicacion de la enfermedad por la
implementacion de la estrategia de diagnodstico y eliminacion (D/E) de todos los animales
infectados. Si la brucelosis se encuentra establecida en un area, la erradicacidén es casi
siempre alcanzada a un enorme costo en términos de recursos. La eliminacion de los
animales infectados puede ocasionar resistencia por parte de los ganaderos debido a la

ausencia de signos clinicos, la inadecuada compensacion o la falta de animales de remplazo
16,30, 31,32

Programas de Control de la Brucelosis Animal

Las primeras medidas deben ser dirigidas a la restriccion de la diseminacion de la
enfermedad. Esta puede ser alcanzada por la vacunacion masiva del ganado ? Los
programas de vacunacion pueden enfrentarse a ciertos inconvenientes, como una deficiente
cobertura de vacunacion y la eficiencia de las cepas vacunales (se abordara mas adelante) >
3 Una vez que la brucelosis ha sido controlada, la vacunacién puede ser gradualmente
restringida o adoptar un programa combinado de vacunacién con D/E. Esto requiere de
especial atencion en la interpretacion de las pruebas diagnosticas debido, a la interferencia

serologica de los animales vacunados %31

Prevencion de la Brucelosis en el Rebano

El control de la brucelosis se puede lograr si la poblacion protegida se incrementa, siendo la
vacunacion el método mas factible para este propdsito. Ademas, se reduce la contaminacion
del ambiente y en consecuencia la exposicion de la poblacion en riesgo al evitar el aborto
de los animales infectados **. La resistencia provista por la vacunacion contra B. melitensis
no es absoluta y ciertas medidas mejoran el éxito para controlar la enfermedad, como: 1)
separacion de las hembras del rebafio al momento del parto; 2) incinerar o enterrar
profundamente los restos de membranas fetales y fetos abortados; 3) desinfeccion de las
areas contaminadas antes y después de barrer o limpiar con agua a chorro; 4)
mantenimiento de medidas higiénicas durante la ordefia para prevenir la diseminacién de
ubre en ubre; y 5) separacion del ganado por especie (en rebafios de ganado mixto) y por

o - . .\ 16,31
estado fisiologico (en rebafios de la misma especie) ™.



Prevencion de la Brucelosis en la Salud Publica

La proteccion de la poblacion humana se efectia mediante la prevencion y control de la
enfermedad en los animales. La vacunacion, como medida central para el control de la
brucelosis animal, es altamente valiosa y tiene un efecto dramatico en la salud humana
cundo se descontinuan los programas. Un programa de control y erradicacion de brucelosis
necesita estar ligado a un mercado de productos lacteos de alta calidad y a la
concientizaciéon de la poblacion sobre las medidas preventivas para la preparacion y
consumo de alimentos lacteos, necesaria para mantener baja la prevalencia de la

2 2 1
enfermedad’ > %2731,

Prevencion contra la Brucelosis Ocupacional

La brucelosis es considerada como la infeccion méas comunmente adquirida en los
laboratorios alrededor del mundo, por lo que el aislamiento y los procedimientos
experimentales deben ser llevados a cabo en un Laboratorio de Bioseguridad Tipo 3
(LBT3) °. La infeccion directa para médicos veterinarios y trabajadores de rastro es
prevenida con apropiadas medidas higiénicas y de proteccion al momento de manipular las
muestras bioldgicas. A diferencia de los productos lacteos, el tiempo de sobrevivencia de
Brucella spp. en la carne parece ser extremadamente corto, a excepcion de canales

. .. ~ 1
congeladas en donde la bacteria puede sobrevivir por afios *°.

Taxonomia del Género Brucella

El género Brucella pertenece a la clase de las a-proteobacterias, los miembros de esta clase
incluyen familias de organismos que pueden ser patdogenos o simbiontes de plantas o
animales. A pesar de que las especies de Brucella son patdgenos intracelulares de los
animales, poseen una estrecha relacion con organismos del suelo como Ochrobactrum,
simbiontes de las plantas como Rhizobium y con fitopatégenos como Agrobacterium. La
familia Brucellaceae consiste en los géneros Brucella, Mycoplana, y Ochrobactrum.
Recientemente se han identificado otras bacterias con relacion filogenética cercana, lo que
indica que la familia estd en expansion. El género vecino mas cercano, fenotipica y

genotipicamente, a Brucella es Ochrobactrum, en el cual se encuentran bacterias saprofitas
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que son generalmente aisladas del ambiente y que ocasionalmente infectan a los humanos.
El reciente aislamiento de B. microti del suelo, apunta a que existe un nicho ambiental que
es compartido entre los géneros de la familia ¥*** 3%,

Los genomas conocidos de las bacterias del género Brucella son muy similares en tamafio y
composicion. Cada especie tiene un genoma en promedio de aproximadamente 3.29 Mb en
dos cromosomas circulares. El cromosoma I es de aproximadamente 2.11 Mb, mientras que
el cromosoma II es de aproximadamente 1.18 Mb > . En el género se encontrd un grado de
homologia de >90% entre las seis especies clasicas, por lo que se propuso que las especies
de Brucella debieran ser constituidas en un género monoespecifico de B. melitensis. La
propuesta fracas6 debido a que la clasificacion con diferentes especies facilita la
trazabilidad epidemioldgica y cada una de las especies significa un riesgo bioldgico
diferente inherente a la virulencia, lo cual es crucial para la investigacion, el diagndstico y

. 7 . 1 4
las medidas de prevencion del personal en los laboratorios '™ 33537,

Especies de Brucella

El género Brucella consiste en 6 especies conocidas como las especies “clasicas” y 4
especies “nuevas” que incluyen patégenos de mamiferos marinos, las presentes en el suelo
y especies sin determinar si tienen un potencial zoono6tico. Existe muy poca evidencia de la
diferencia de virulencia o la preferencia de hospedero entre los biotipos de B. melitensis y
B. abortus, sin embargo, los biotipos de B. suis tienen diferencias en la preferencia de
hospedero y la virulencia hacia el humano. Las otras especies pueden ser patdgenas para el
humano o no. La razén se puede deber a la poca frecuencia con que los humanos son
infectados, las diferencias en su virulencia o al poco conocimiento que se tiene de la

. s o 34, 37
€Specic en cuestion

. B. melitensis es la especie mas virulenta para el hombre y es la
. . 19
menos especifica por hospedero, infectando cabras, borregos, vacas, camellos y perros .

Cuadro 1.
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Cuadro 1. Clasificacion de las especies de Brucella por hospedero preferencial y
patogenicidad para el humano (Modificado de Whatmore, 2009 y Godfroid, 2011)

Especie Biotipo Hospedero preferencial Patogenicidad para el
Especies Clasicas humano
B. melitensis 1-3 Cabras y borregos Alta
B. abortus 1-6, 9 Bovinos Alta
B. suis 1,3 Cerdos Alta

2 Jabalies, liebres No

4 Renos, caribis Alta

5 Roedores No
B. canis - Perros Moderada
B. ovis - Borregos No
B. neotomae - Roedores No
Especies Nuevas
B. pinnipedialis - Focas Desconocida*
B. ceti - Delfines, marsopas Desconocida*
B. microti - Roedores, zorros Desconocida
B. inopinata - Desconocido Alta

(*) Se ha descrito una infeccion adquirida en un laboratorio y dos infecciones naturales en las que
no se ha encontrado relacion con mamiferos marinos

Patogenia e Inmunidad contra Brucella spp.
Patogenia de Brucella spp.

Cuando un hospedero es infectado con Brucella spp., las bacterias eluden la respuesta

inmune. Al mismo tiempo, resisten las acciones directas del complemento (C’) y otras
sustancias bactericidas resultantes de la accion de células polimorfas nucleares (PMN) y
macrofagos (M6). Para lograr esto, las especies de Brucella spp. deben: 1) evitar el
reconocimiento inmune fuera y dentro del nicho de replicacion; 2) afinar el metabolismo
acorde a los nutrientes encontrados durante el ciclo de infeccion y; 3) manipular aspectos
claves de la fisiologia del M6 inhibiendo la apoptosis y modificando el transito intracelular
dentro del fagosoma para alcanzar su nicho de replicaciéon. Una vez en el nicho de
replicacion, los M6 son incapaces de destruir las bacterias al encontrarse en un sitio
inalcanzable para la fusion con los lisosomas. La propiedad de replicarse sin generar dafio
celular obvio es una caracteristica esencial para el establecimiento de una infeccion cronica

353839 "En una hembra gestante infectada, las bacterias se replican en grandes cantidades
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en el trofoblasto placentario, al ser el Utero gravido un sitio inmuno-privilegiado, si la

integridad de la placenta es afectada se puede inducir el aborto *>.

Las especies de Brucella son extremadamente eficientes en la adaptaciéon a un nicho

intracelular con bajos niveles de nutrientes y oxigeno, pH acido y de especies reactivas de
oxigeno ** *. La habilidad de Brucella spp. para comportarse como un parasito sigiloso

parece estar conectada con su fisiologia y sus caracteristicas estructurales, no por factores
de virulencia “clasicos”. El escrutinio de los genomas de B. melitensis, B. suis y B. abortus
para la identificaciéon de factores de virulencia clasicos ha sido poco satisfactorio. En
efecto, Brucella spp. estan desprovistas de capsula, fimbria, pili, exotoxinas, exoproteasas,
formas resistentes, variacién antigénica, plasmidos o fagos lisogénicos; estructuras que

, . . 38,40, 41,42
estan presentes en muchas bacterias relacionadas =™ ™" ™,

Factores de Virulencia
Lipopolisacarido

El lipopolisacéarido (LPS) ha sido identificado como un determinante mayor de virulencia al
observar que los aislamientos naturales que carecian de LPS mostraron una sobrevivencia
reducida. El fenotipo de LPS de las especies lisas es debido a la presencia de un LPS
completo, mientras que el LPS de las especies rugosas no contiene cadenas laterales O. El
LPS de Brucella spp. es menos activo y menos toxico (en contraste con otras bacterias) y
ha demostrado impedir la respuesta antimicrobiana del hospedero, al inhibir la actividad del
C’ y de los péptidos catidnicos antibacterianos (como defensinas, lactoferrina, lisozima,
entre otros), previniendo asi la generacion de los productos pro-inflamatorios del C’, C3a'y
C5a, y otros mediadores ** **#*. Adicionalmente, la tipica respuesta antibacteriana no se
manifiesta en la infeccion contra Brucella spp., porque previene la deteccion por receptores

tipo Toll 4 (TLR4) por la presencia de un lipido A que es poco reconocible +*.
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Adaptacion Inicial al Ambiente Intracelular

Uno de los obstaculos a los que se enfrentan las especies de Brucella dentro de la célula
fagocitica es el estrés celular, debido a la ausencia de nutrientes dentro del fagosoma acido.
Inmediatamente después de la fagocitosis, Brucella spp. comienzan la expresion de genes
que codifican rutas biosintéticas o catabdlicas de proteinas, aminodcidos, nucledtidos y
lipidos para ser utilizados como energia y/o fuentes de carbono en ciertos puntos de la
infeccion ** **. La respuesta es desencadenada por la alarmona (p)ppGpp (tetra o
pentafosfato de guanosina) y, resulta en el arresto del crecimiento y en la inhibicion de la
sintesis de RNA y de proteinas ribosomales. El gen rsh codifica para una sintetasa de la
alarmona, la regulaciéon completa es parcialmente entendida, pero las cepas mutantes
deficientes de este gen mostraron morfologia alterada y la inhabilidad de enfrentar la falta

de nutrientes. Ademas, este gen estd involucrado en la regulacion del sistema de secrecion

tipo IV, VirB, de Brucella spp. (VirB) .

Reguladores de Quorum Sensing

En el contexto intracelular de Brucella spp. el quorum sensing (QS), a través del regulador
VjbR, puede prevenir la multiplicacion de las bacterias hasta alcanzar el nicho de
replicacion, lo que puede sugerir que la respuesta a la limitada difusion de nutrientes esta
relacionada directa o indirectamente con el ajuste del metabolismo y la adaptacion al medio
intracelular. Subsecuentemente, el regulador BabR puede jugar un papel en reactivar el
metabolismo basal *’. Se sabe que el QS en Brucella spp. esta involucrado en la regulacion
de los determinantes de virulencia ligados a la superficie celular (como VirB, flagelo y
proteinas de membrana externa) *°. El autoinductor N-dodecanoil-DZ-homoserin lactona
(C12-HSL) se une a VjbR para mediar la supresion de la expresion de VirB, a su vez regula
a FtcR, que regula la expresion de componentes flagelares. Se ha sugerido que C12-HSL
activa la produccion de TNF-a por el M6, por lo que la produccion in vitro en pequefias
concentraciones de C12-HSL por B. melitensis sea una estrategia para mantener un sistema

de QS sigiloso y muy sensible ***.
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Sistema de Dos Componentes BvrS/BvrR

El sistema de dos componentes BvrS/BvrR (BvrS/R), junto con QS, pueden contribuir a la

. Seguido de la identificacién de estimulos

adaptaciéon a un ambiente intracelular
ambientales atin no determinados, BvrS/R se activa y coordina una respuesta a través de la
expresion de ciertos genes. BvrS/R es esencial para la virulencia al regular modificaciones
en la superficie de la envoltura bacteriana que son relevantes para la virulencia. También
controla directamente elementos involucrados en el ajuste del metabolismo durante el

transito intracelular al nicho replicativo. La inactivacion de este sistema en cepas mutantes

., . ., . ., 40
de Brucella spp. lleva a defectos en la adhesion, invasion y en la replicacion intracelular ™
46

Sistema de Secrecion Tipo 1V, VirB, de Brucella spp.

La acidificacion del fagosoma y la falta de nutrientes proveen una sefial para la expresion
del operdn virB. El aparato VirB es codificado por 12 genes en el cromosoma II y esta
induccion requiere de Rsh y del Factor de Integracion al Hospedero (IHF). VirB juega un
papel principal en la patogenicidad y sobrevivencia intracelular, al requerirse de un VirB
funcional para lograr la perturbacion del trafico intracelular y establecerse en el nicho de

. y 43,44
replicacion >+

. Después de entrar a los M9, las bacterias no opsonizadas en el fagosoma
interactian con endosomas-lisosomas adquiriendo sus marcadores de superficie, el
fagosoma es subsecuentemente es capaz de excluir estos marcadores para adquirir
marcadores del Reticulo Endopldsmico (RE), generando una Vacuola Contenedora de
Brucella (BCV). La adquisicion de marcadores de membrana de RE depende de los
efectores secretados de VirB, sugiriendo que uno de los papeles potenciales de los efectores
sea para excluir los marcadores lisosomales adquiridos después de la internalizacion o para
interceptar el trafico de membrana entre el RE y Golgi, y asi evadir la fusiéon con los

39, 43, 44

lisosomas . Se ha documentado respuesta inmunologica contra VirB, por lo que una

vez que se establece la infeccion intracelular, la supresion de factores de virulencia como

. . . . . . 44
VirB es necesaria para reducir el reconocimiento de Brucella spp. por el sistema inmune ~.
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B -1,2-Glucano Ciclico

Las balsas lipidicas son microdominios de proteinas-lipidos en la membrana de la célula
hospedera, que sirven para el transporte de moléculas seleccionadas o como estaciones de
relevo en la sefalizacion intracelular pero también representan puntos para el anclaje o
entrada de variedad de toxinas y patogenos como Brucella spp. Las moléculas de p-1,2-

Glucano Ciclico (CBG) estdn presentes en Brucella spp. en grandes cantidades,

representando del 1-5% del peso seco de la célula. El CBG interfiere con el trafico
intracelular actuando sobre las balsas lipidicas de las membranas celulares y fagosomas
reclutando la proteina Flotilina-1, evento independiente de VirB y que esté relacionado con
la prevencion de la unién fagosoma-lisosoma en fagocitos profesionales y no profesionales

tras la generacion de la BCV ¥

Enzimas y Proteinas

En Brucella spp. las enzimas de defensa contra las especies reactivas de oxigeno
producidas por los M6, como catalasa, superoxido dismutasa y peroxidasa (alquil
hidroperéxido reductasa, ahpC y ahpD), catalizan la descomposicion del perdxido de
hidrégeno en agua y oxigeno como una herramienta defensiva. La isla de denitrificacion
puede permitir a Brucella spp. sobrevivir dentro del fagosoma por la enzima 6xido nitrico
reductasa, la cual reduce el nitrato en gas dinitrégeno que le permite crecer en condiciones
de bajo oxigeno. La ureasa de Brucella spp. hidroliza la urea para formar acido carbdnico y
dos moléculas de amonio, lo que puede proveer de una fuente asimilable de nitrogeno y
proteger contra la acidificacion letal ),

B. abortus y B. melitensis pueden suprimir activamente la sefializacion de la respuesta
inmune al producir Btpl y TcpB respectivamente. Estas proteinas tienen un dominio que
inhibe la sefializaciéon de TLR4 y TLR2 al inducir la ubiquitinacion y degradacion de la
proteina de sefializacion MAL (Myd88 Adapter-Like), lo que inhibe la maduracion de
Células Dendriticas (DC) y su capacidad para producir citocinas pro-inflamatorias **. Otro
mecanismo de evasion de la respuesta inmune por parte de TcpB es mediante el secuestro

de fosfatidil inositoles que tienen que ver con la sinapsis inmunoldgica, incrementando la
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resistencia de la célula hospedero contra la eliminacion mediada por linfocitos T citotéxicos
(CD8") **. Otra proteina, el Factor A de Virulencia en Brucella spp. (BvfA), es una proteina
periplasmica unica en el género, sin homdlogos encontrados y sin dominios estructurales
conservados reportados. Este factor es regulado sélo en respuesta al choque acido dentro de

los M0 y se sugiere que juegue un papel en el establecimiento del nicho intracelular *.

Inmunidad Contra Brucella spp.

La mayoria de las investigaciones de la evasion de la respuesta inmune estan basadas en la
interaccion de las especies de Brucella en diferentes modelos, principalmente el modelo
murino y en lineas celulares humanas. Es importante notar que los resultados en las
diferentes especies de Brucella spp., asi como los modelos empleados en diferentes
estudios, pueden variar en cuanto a su relativa susceptibilidad y similitud con el hospedero

48, 49
natural "> ™.

La infeccién por Brucella spp. ha demostrado ser un activador potente de la respuesta
inmune innata y la mayoria de las bacterias son eliminadas por las especies reactivas de
oxigeno durante el estallido respiratorio de los M6. La respuesta inmune adaptativa también
es activada y se favorece la diferenciacion de linfocitos T para el control de la infeccion.
Sin embargo, las especies de Brucella pueden persistir por muchos afos dentro de los M6
estableciendo una infeccién cronica * . La respuesta por los CD8” se considera critica en

la resolucion de las infecciones bacterianas intracelulares, pero los detalles del porqué

Brucella spp. persisten a pesar de la presencia de CD8" se estan comenzando a investigar

* Las proteinas de Brucella spp. juegan un papel importante en la inducciéon de la
respuesta inmune celular con perfil de linfocitos T cooperadores 1 (Thl) en el hospedero.
Para patogenos intracelulares como Brucella spp., la produccion de Interferon gamma
(IFN-y), Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-0) e Interleucina-12 (IL-12) por linfocitos
Thl, M6 activados y DC es necesaria para el control de la infeccion. Se consideran
importantes a tres mecanismos de la respuesta inmune adaptativa contra la brucelosis: 1) la
produccion de IFN-y por CD4"; 2) la accién citotoxica de CD8" y de linfocitos y8; y 3) la

.y . . 49, 51,52
accion de anticuerpos opsonizantes ~ > 77
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En la infeccion experimental de borregas gestantes y no gestantes con una cepa virulenta de
B. melitensis inoculada por via conjuntival, en pocos dias las bacterias son controladas en la
conjuntiva probablemente por las moléculas microbicidas presentes, la actividad del tejido
linfoide asociado a mucosas y el drenaje hacia otras estructuras linfoides. Existe
movilizacion de células y se puede observar un decremento de linfocitos yo, Linfocitos T
Cooperadores (CD4"), CD8" en LN regionales durante la primera semana pos-infeccion, lo
que puede sugerir apoptosis de estas células o la migracidon hacia otros LN. Posteriormente
se induce la respuesta local linfoproliferativa asociada con producciéon de IFN-y para
controlar la infeccion. Al mismo tiempo se observa un incremento significativo de
anticuerpos IgG a nivel local, principalmente contra el LPS. El decremento de B. melitensis
observado en los LN 14 dias después de la infeccion sugiere el inicio de una respuesta
inmune que controla la infeccion a los 4 meses. En hembras gestantes, la produccion de
IFN-y puede estar relacionada con la dindmica de infeccion por B. melitensis, en la cual tras
una etapa inicial de bacteriemia la placenta es colonizada y disminuye el nimero de
bacterias circulantes, lo que podria llevar a la disminucion de IFN-y y al aborto. Después
del aborto se genera una segunda bacteriemia en el animal infectado e incrementa la

respuesta especifica de [FN-y >,

Receptores Involucrados en la Respuesta Inmune

El reconocimiento por células de la respuesta inmune innata involucra a los receptores de
membrana TLR con la unién a los Patrones Moleculares Asociados a Patogenos (PAMPs)
del microrganismo. La union produce cambios conformacionales en los TLR que permiten
atraer moléculas a MyD88, que es una molécula adaptadora para diferentes TLR y
receptores de interleucinas y que son requeridos para iniciar una cascada de sefializacién
que culmina en la activacion del factor de transcripcion NF-«kB que desencadena la
produccion de citocinas, quimiocinas y otros péptidos antimicrobianos que ayudan en el

. <y 4
control de la infeccion 3% %3

. La interaccion de la proteina TcpB de Brucella spp. con el
TLR en las células del hospedero ha demostrado tener influencia en la induccion de la
respuesta inmune innata. Se ha descrito que TcpB comparte secuencias de aminoécidos con

dominios TIR (dominio intracelular de TLR) de mamiferos e interfieren con la sefializacion
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via TLR2 y TLR4. TcpB también interactia con la proteina MAL suprimiendo la

sefializacion por TLR4 ™.

Citocinas en la Respuesta Inmune

Al momento de la infeccidn, la interaccion inicial de Brucella spp. con Mé y DC, se
direcciona la respuesta inmune hacia una respuesta pro-inflamatoria o antinflamatoria *°. La
produccion de quimiocinas como RANTES, MCP-1, y MIP-1a puede jugar un papel contra
Brucella spp. al ser quimio-atrayentes de leucocitos importantes en la activacion de la

. 4
respuesta inmune Th1 4,

Después de la internalizacion de las bacterias se liberan citocinas como TNF-a, IL-1p e IL-
6 que activan a las Células Presentadoras de Antigeno (APC) como parte del sistema
inmune innato. La secrecion de TNF-a e IL-12 por las APCs es esencial para la resistencia
contra bacterias intracelulares, formando un ciclo que finaliza en la produccion de IFN-y.
Adicionalmente, TNF-a es necesario para la eliminacion de Brucella spp. por los M6 por
una ruta independiente de IFN-y. La inhibicion de la produccion de TNF-a es atribuida a la
OMP 25 de Brucella spp. y se sugiere que es clave para el parasitismo de B. suis en el M6
48.49.55.56 IL-12 es critica para activar a células NK (NK) y que secreten IFN-y, a su vez
favorece la diferenciacion de CD4" hacia un perfil Thl productor de IFN-y. IL-12 es
requerida s6lo durante los primeros dias de la infeccién en el momento de la expansion
clonal de células T, ademas de producir un efecto sinérgico con el Factor Estimulante de
Colonias de Granulocitos y Macréfagos (GM-CSF) para incrementar la produccion de
fagocitos. La eliminacion de Brucella spp. es optimizada por la combinacion de IL-12 con
IL-18 para la produccion de IFN-y por las células T, generando una realimentacion positiva
para Th1 *%-3%3%36-57.58 11 18 e5 importante en la defensa contra patogenos intracelulares
al tener actividad quimio-atrayente para CD4" . En la respuesta inmune celular Thi, el
IFN-y es producido principalmente por CD4°, CD8" y probablemente por NK,
posteriormente la produccion es sostenida en su mayoria por CD4" "% % [FN-y es una
citocina crucial para el control de Brucella spp., una de sus mayores funciones es la

estimulacion de mecanismos efectores de células fagociticas, la activacion de los M6 por
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IFN-y previene del establecimiento de Brucella spp. en el nicho de replicacion, aunque si

se establece en la BCV la accion de IFN-y no produce efecto *> . La expresion de IFN-y,
TNF-a e IL-2 simultdneamente son de importancia en la generacion de una respuesta de
memoria CD8". También se requiere de IL-2 al regular la expresion de granzimas y es

importante para la expansion y sobrevivencia de CD8"*.

Respuesta Inmune contra Brucella spp.

La resistencia a la infeccion es dependiente de la produccion de IFN-y mediado desde la
primera semana por CD4" y CD8" 61 Se ha demostrado la importancia de las células CD4"
productoras de IFN-y en el control de Brucella spp., las cuales no son reemplazadas por
CDS8". La deficiencia de CDS8", la respuesta Th2 y Thl7 aparentemente no afectan
cualitativamente el curso de la infeccion ®2. La infeccidn primaria por Brucella spp. induce
una respuesta de baja calidad en cuanto la capacidad funcional de CD8", que junto con la
poca transicion a células de memoria, juegan un papel menor el control de la infeccién y no

- 48, 62
son capaces de participar en la respuesta subsecuente *> ¢

. La memoria inmunoldgica por
linfocitos T y células plasmaticas juegan un papel importante en el control de la infeccion
secundaria protectora, la cual es la clave de una vacunacion efectiva **. La presentacion de
antigenos de Brucella spp. por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo [ (MHC I) y
por el IT (MHCII) a CD8" y CD4", respectivamente, es necesaria para controlar o eliminar
la infeccion ®2. Para persistir dentro del hospedero por tiempo prolongado, Brucella spp.
deben ser capaces de inhibir la presentacion de antigenos y evadir la vigilancia de los
linfocitos T, promoviendo la infeccion cronica. La presentacion de péptidos derivados de
Brucella spp. en moléculas de MHC-II es requerida para generar una respuesta de CD4" en
la infeccion en humanos, ratones y bovinos ®. En estudios recientes se ha demostrado que
la infeccidn de M0 humanos con B. abortus inhibe la expresion de moléculas MHC-I1 y la
presentacion de antigenos a CD4". Este fenémeno es generado por lipoproteinas del LPS de
B. abortus que impiden la presentacion de MHC-II mediante la formacion de
macrodominios en la membrana plasmatica de las APCs, modulando indirectamente la
funcion de CD4" *. Se sugiere que la una vez en el nicho de replicacion en el RE, B.

abortus puede provocar estrés y consecuentemente alterar el ensamblaje de los péptidos en
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las moléculas de MHC-I generando moléculas inmaduras que se quedan retenidas en el RE,

impidiendo el trafico intracelular hacia la superficie *.

Finalmente, otro mecanismo de evasion de la respuesta inmune adaptativa es mediante la
apoptosis de linfocitos T. A pesar de que la infeccion de linfocitos T es muy baja y no
existe replicacion, se ha propuesto que B. abortus es capaz de inducir la apoptosis por
accion directa de lipoproteinas de membrana externa (L-Omp19) durante los episodios de
bacteriemia que ocurren tanto en la brucelosis aguda como en la brucelosis crénica, siendo

los CD4" mas susceptibles que los CD8" ™.

Problematica de la Vacunacion con Revl Contra la Brucelosis

Las vacunas disponibles son derivadas de cepas atenuadas que contienen mutaciones que
tienen efecto sobre la sobrevivencia de la bacteria ®. Es conocido que las vacunas
disponibles sélo son efectivas en sus hospederos especificos y la proteccion cruzada no se
ha podido conseguir (salvo para B. ovis con la vacuna Revl) 63 Esto es importante ya que
especies ganaderas no tradicionales o fauna silvestre como renos, bufalos de agua, yaks,
camellos y otros ungulados de dedos pares, son susceptibles a la enfermedad; y son
importantes en la economia de muchos paises y en la epidemiologia de la enfermedad ** *.

Las vacunas vivas atenuadas contienen ciertas caracteristicas a considerar para su

utilizacion, las cuales se mencionan a continuacion.

Virulencia Residual

Al ser Revl una vacuna viva atenuada, uno de los inconvenientes principales de la
vacunacion es la posibilidad de la persistencia bacteriana en el hospedero, su potencial de
transmision (en hembras gestantes y lactantes) y la posibilidad de reversion a virulenta
2 La vacuna debe ser manejada con cuidado, ya que médicos veterinarios y vacunadores
han resultado infectados por inoculacién accidental y la cepa contiene resistencia a
estreptomicina, un antibiético que es utilizado terapéuticamente en el humano '% 4> 5% ¢,

No se recomienda la vacunacion con dosis estandar de hembras adultas en lactacion,

algunos animales pueden abortar o eliminar Revl1 en la leche, la eliminacion en leche puede

21



ser transitoria con baja carga bacteriana, pero la eliminacion puede persistir por dos
lactaciones '® %67 Revl ha sido aislada de lesiones testiculares de sementales caprinos y
ovinos, razén por la cual se ha considerado peligrosa para los machos. Sin embargo, estos
hallazgos son poco frecuentes y el patron de la infeccion inducida después de la vacunacion
conjuntival o subcutdnea en machos jovenes y adultos es similar a la inducida en hembras.
Revl no coloniza los 6érganos genitales y permanece restringida exclusivamente a los LN y
al bazo. Por lo tanto, Revl carece de efectos secundarios relevantes en machos, y es la
vacuna de eleccion no solo para la proteccion contra B. melitensis, sino que algunos autores

., . .66
también la consideran contra B. ovis .

Diferente Eficiencia de Revl

En algunos paises, uno de los inconvenientes con el uso de la cepa Revl es que, por una
deficiente coordinacion en la produccion y estandarizacion de métodos, se ha generado una
variabilidad en la eficiencia de las vacunas disponibles. Las vacunas ineficientes pueden
promover un nicho fértil en hospederos débilmente inmunizados, permitiendo que cepas

. .. , . . 25, 42
virulentas de Brucella spp. sean transmitidas a través de los animales infectados .

Desde que Rev1 fue desarrollada en 1950, muchas semillas se han hecho disponibles para
diferentes maquiladores y comercializadores de la vacuna. Los resultados en el campo
reflejan que las diferencias en la virulencia residual e inmunogenicidad entre las diferentes
vacunas de Rev1 son las responsables de las discrepancias en los resultados de la seguridad
de la vacuna en animales adultos %. Por esta razon, en 1970 del pase 101 de la cepa original
del Dr. Elberg, se realiz6 una semilla liofilizada que fue caracterizada con cualidades
similares a la utilizada en los primeros experimentos, siendo esta semilla la Gnica validada
por la Farmacopea Europea para su uso como vacuna. Hoy en dia, s6lo pocos maquiladores
han adoptado esta semilla para realizar la vacuna comercial, mientras que otros utilizan

- 67,68
cepas no caracterizadas ~ " ™.

Interferencia en el Diagnostico Seroldgico

La vacunacion con las cepas lisas (L) como Revl inducen anticuerpos que pueden ser
detectados por las pruebas seroldgicas de rutina para el diagnostico de la brucelosis. Esto

complica la interpretacion de las pruebas serologicas cuando se implementa la vacunacion.
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La vacunacion con Revl a dosis estdndar por via subcutdnea estimula una respuesta
serologica con altos titulos de anticuerpos durante el mes subsecuente a la vacunacion. Los
titulos bajan posteriormente y la mayoria de los animales vacunados resultan negativos
posterior a un afio de la vacunacion '®*" 32 A pesar de que existen métodos de vacunacion
y pruebas serologicas que practicamente podrian eliminar este problema, la interferencia
con el diagndstico serologico ha sido el argumento que ha prevalecido como un
inconveniente, lo cual hace de la Revl incompatible en programas de D/E. Este argumento
es el que ha generado una fuerte corriente a favor de abandonar las cepas L clésicas o su
substitucion por cepas rugosas (R) pero hasta el momento no existe una cepa R que esté

aprobada contra B. melitensis .

Dosis y Vias de Administracion Alternativas a la Dosis Estandar

Es importante aclarar que la informacioén referente a la vacunacion en machos antes
sefalada, asi como las dosis y la via de administracion conjuntival de la vacuna que se
mencionaran ahora, son resultado de investigaciones cientificas que no han sido autorizadas
por la Campaiia Nacional Contra la Erradicacion de la Brucelosis en los Animales para su

utilizacion, por lo que se debe tomar so6lo en cardcter informativo.

Se reconoce habitualmente que la dosis estandar aplicada por via subcutdnea en animales
jovenes produce una proteccion de 2.5 afios y hasta por lo menos 4.5 afios en cabras 7% 7",
El argumento de la virulencia residual y la interferencia con el diagnostico serologico han
estimulado la investigacion en métodos alternativos de vacunacidon en animales adultos,
incluyendo animales gestantes con dosis reducidas o vacunacion por via conjuntival .

Las limitaciones en el diagndstico serologico pueden ser superadas mediante la vacunacion
conjuntival en cabritos de 3-6 meses de edad, con una dosis de 1-2x10° UFC en 30-50uL,
la cual reduce enormemente la interferencia con el diagndstico seroldgico y permite la facil
discriminacion de los animales infectados en la etapa adulta. La vacunacion conjuntival de

animales jovenes protege contra el aborto en animales desafiados experimentalmente ' %

69
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Se conoce que la dosis estandar produce abortos en hembras gestantes, por lo que se ha
intentado reducir la dosis para incrementar la cobertura de vacunacion en animales adultos
que no han sido vacunados o en donde la enfermedad es de reciente introduccion. Las dosis
muy reducidas (1x10* UFC/mL) aplicadas por via subcutanea no producen aborto, pero la
inmunidad conferida se ve disminuida. La dosis reducida de 1x10° UFC/mL es la
recomendada por la OMS/FAO para vacunar animales adultos sin importar el estado
fisiologico, a pesar de que se han reportado aislamientos de la cepa en hisopos vaginales,
abortos y en los fetos. La dosis reducida podria no ser recomendada debido a la carencia de
seguridad y el riesgo de inducir una débil inmunidad por la diferente eficiencia entre las

vacunas de Rev1 antes mencionada .

Cepa Vacunal Revl y Mutacion en el Gen invA de Brucella melitensis

Origen y caracteristicas de Revl

La cepa vacunal contra B. melitensis fue desarrollada por Elberg, Herzberg y Faunce en la
década de 1950, derivada de la cepa virulenta de B. melitensis 6056, cuando la vacuna de

52, 68, 72
> % % La vacuna contra B.

B.abortus S19 ya estaba disponible para el ganado bovino
melitensis fue desarrollada originalmente como una cepa dependiente y resistente a
estreptomicina, asumiendo que el control del crecimiento de la bacteria en el animal seria
generado por la coinyeccion del antibiotico. Esta mutante brindd buenos resultados en el
modelo murino, pero en el modelo caprino y en mono los resultados fueron poco
satisfactorios, la razon fue atribuida al hecho de que la cepa sobrevivia en el animal por un
periodo mas corto que el necesario para estimular una respuesta inmune adecuada. Esto
llevo a la re-seleccion de una cepa no dependiente de estreptomicina pero manteniendo la
resistencia. Desde entonces la hipotesis ha sido que la inmunidad conferida por la cepa

vacunal efectiva contra Brucella spp. requiere de la persistencia y la habilidad de

multiplicarse en el hospedero. La cepa resistente fue denominada como Revl1 y resulto lo
suficientemente atenuada en ratones y cuyos, por lo que posteriormente se probo en cabras,

con excelentes resultados de proteccion 7.
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Revl1 retiene las caracteristicas comunes de las especies de Brucella spp., contiene un LPS
liso con un polisacarido-O similar a las cepas virulentas de campo, por lo que la
identificacion de Revl se realiza principalmente por la comparacion de sus caracteristicas
fenotipicas, como el crecimiento lento y pequefas colonias en agar sdlido. Revl es
susceptible a concentraciones de 20 pg/mL de fuscina basica y tionina, también es
susceptible a 5 UI/mL de penicilina G y es resistente a 2.5 ug/mL de estreptomicina. La
actividad de la ureasa de la cepa vacunal es mas lenta comparada con cepas virulentas, pero
la produccion de 4cido sulfhidrico (H»S) se asemeja a la de otras cepas de B. melitensis =
52, 68, 72

. También se identificod que Revl contiene una mutacion ribosomal y posiblemente

i e 35
otros defectos genéticos ~".

Mutacion en el Gen invA de Brucella melitensis

Un paso crucial en la sobrevivencia intracelular es el proceso de invasion, durante el cual
Brucella spp. deben lidiar con el estrés oxidativo y de nutrientes en el que es necesario que
ocurra un cambio metabdlico. Estas condiciones incrementan la concentracion de
alarmonas, este incremento es interpretado como una seiial de alerta para adaptarse al
estrés. A pesar de ser inicialmente benéficas, la acumulacion de alarmonas puede tener
efectos adversos y, para inhibir los efectos toxicos de la acumulacion de las mismas, las
bacterias transcriben y expresan enzimas Nudix que pueden hidrolizar a las alarmonas. Las
hidrolasas Nudix son una subfamilia de enzimas que se encuentran en mas de 250
organismos, que incluyen virus, bacterias, arqueas y eucariontes. Al remover los substratos
juegan un papel protector, regulador y de sefializacion en el metabolismo, incrementando la
sobrevivencia de las bacterias en las células hospedero. La habilidad de los patogenos
intracelulares de identificar y adaptarse al ambiente hostil de la célula hospedero es
considerado un importante factor de virulencia "* 7> %77,

En un estudio previo al presente trabajo, el gen BMEI0215 (invA4) fue interrumpido con la
introduccion de un casete de kanamicina, generando un plasmido que se introdujo en B.
melitensis 133 desde E. coli S17.1 a través de ensayos de conjugacion. Posteriormente, las
colonias mutantes fueron seleccionadas por su resistencia a kanamicina y a su

susceptibilidad a tetraciclina y ampicilina ’®. La mutacién del gen inv4 de B. melitensis 133
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resultd en la atenuacion in vivo en el modelo murino. A los 15 dias pos-infeccion, los
ratones infectados con la cepa mutante tuvieron elevados niveles de colonizacion
comparados con la cepa vacunal Revl; sin embargo, la concentracion fue menor que la de
las cepas B. melitensis 133 y 16M. Posteriormente los niveles de la mutante invA
disminuyeron a niveles similares a Revl, mientras que las cepas virulentas permanecieron
elevadas, lo que sugiere el control de la infeccion de la cepa mutante. Se concluyo que el
gen invA es importante para la invasion y la adaptacion intracelular, pero no es relevante
para la replicacion intracelular en los modelos de cultivo celular. Los resultados de los
experimentos de virulencia residual en modelo murino sugiere que el gen invA es requerido

para una virulencia completa ’°.

En el laboratorio de Brucelosis y Tuberculosis de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México (FMVZ-UNAM) se desarrolld
la cepa mutante en el gen inv4 de la cepa de B. melitensis Revl, Brucella melitensis Revl
invA-km (Revl/invA), utilizada en este trabajo. Se utiliz6 el plasmido pJA3 con resistencia
a kanamicina construido por Alva, 2014 y fue introducido a B. melitensis Revl por

electroporacion (informacion sin publicar).
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JUSTIFICACION

En la vacunacién contra B. melitensis se requiere principalmente inducir una inmunidad
mediada por células, la cual es lograda por la utilizacién de una cepa viva atenuada que
simule las condiciones més cercanas a la infeccion natural. A pesar de que la vacunacion
con Revl produce una infeccion controlada que genera una respuesta inmune eficaz y
duradera, existen inconvenientes como la virulencia residual. Se espera que la mutacioén en
el gen invA4 a la cepa vacunal de B. melitensis Revl produzca un nivel de atenuacion
suficiente, que disminuya o elimine las caracteristicas no deseadas de la cepa Revl, pero
que al mismo tiempo persista y se multiplique por el tiempo suficiente como para generar

una respuesta inmune protectora.

HIPOTESIS

La cepa de Brucella melitensis Revl invA-km es atenuada e induce una respuesta inmune
celular y humoral suficiente para proteger contra el desafio con una cepa virulenta de

Brucella melitensis en el modelo caprino.

OBJETIVOS
Objetivo General:

Evaluar la duracion de la respuesta inmune humoral, la proteccion conferida en hembras
caprinas gestantes y la expresion de citocinas de la respuesta inmune celular producidas por

la cepa Brucella melitensis Rev1 invA-km.

Objetivos Especificos:

Evaluar la duracion de la respuesta inmune humoral con las pruebas seroldgicas de
Tarjeta al 3% e Inmuno-difusion Radial.
Comparar la proteccion conferida frente al desafio experimental en hembras

caprinas vacunadas y no vacunadas gestantes con una cepa de virulenta de B.
melitensis.

Estandarizacion de PCR tiempo real de secuencias de citocinas Thl y Th2 para

medir la expresion de citocinas de la respuesta inmune.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

En el presente estudio se trabajé con 24 cabras hembras (Capra hircus) de entre 1-3 afios de
edad (peso promedio de 38.8 kg) y un macho (peso 89 kg) procedentes de hatos sin
antecedentes clinicos y serologicos de brucelosis del Estado de Guanajuato y del Centro de
Ensenanza Practica e Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA) de la
FMVZ-UNAM. Los animales fueron alojados en las instalaciones del Centro de
Investigaciones Disciplinarias en Microbiologia Animal (CENID-Microbiologia animal)
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
Cuajimalpa, D.F. Las hembras fueron separadas aleatoriamente en 3 grupos de 8 hembras
cada uno y el macho se mantuvo en un corral individual. Cada grupo se mantuvo en un
corral de 1.70 m de ancho por 7 m de largo, con comederos y bebederos individuales, suelo
de cemento y drenaje al final del corral. El alojamiento y manejo de los animales fue
previamente aprobado por el Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales

Experimentales (SICUAE) de la FMVZ-UNAM.

El presente trabajo formd parte de una serie de investigaciones en la que se compartieron
las instalaciones simultdneamente con otros experimentos en los que se probd otra cepa
mutante de Rev1 en los trabajos: “Proteccion conferida por la mutante dery-CD de Brucella
melitensis Revl en cabras gestantes, frente al desafio experimental” y “Evaluacion de la
capacidad de colonizacion y abortogenicidad de la cepa mutante Aery-CD de Brucella

melitensis Rev 1 en cabras”.

Sincronizacion de Estro y Diagnostico de Gestacion

Previo a la sincronizacion del estro, se realiz6 el diagndstico de gestacion por ultrasonido
con el equipo UltraScan 90 (Ami Medical Inc.) por via transabdominal. Posteriormente se
sincronizd el estro de las cabras por grupos, con una semana de separacidon, con el
protocolo de esponjas intravaginales de liberacion controlada con Acetato de Flugestona
(Chrono Gest® CR, Intervet) colocadas con un aplicador, que fue inmerso en una solucién

antiséptica entre cada aplicacion. Al noveno dia se administraron por via subcutanea 300UI
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de eCG (Folligon®, Intervet), en la region axilar izquierda. Se retiraron las esponjas dos
dias después de la administracion de gonadotropina sérica de yegua prefiada (eCG), se
realizd la deteccion de estro y se realizaron montas dirigidas con el semental y
posteriormente se dejo al macho con las hembras durante dos dias. Al dia 21 posteriores a
la monta, se utilizé al macho para la deteccion del retorno al estro y para realizar la monta
dirigida en caso de ser necesario. Se realizdo un segundo diagnodstico de gestacién por

ultrasonido via transrectal a los 45 dias después de la monta.

Vacunacion

Las 24 hembras se dividieron en forma aleatoria en tres grupos de 8 animales cada uno. El
primer grupo (grupo invA) fue vacunado con la cepa Revl/invA4, previo a la vacunacion, la
cepa fue inoculada en raton y se recupero del bazo 2 semanas después para asegurar que las
bacterias estuvieran viables, en la fase lisa y sin contaminantes. Posteriormente se realiz6 la
curva de crecimiento para determinar las UFC/mL por el método de Miles y Misra °. Antes
de la vacunacion se realizaron lavados y diluciones pertinentes en Solucion Amortiguadora
de Fosfatos (PBS) para alcanzar la dosis reducida de 1x10° UFC/1mL, la dosis inoculada
fue cuantificada por el mismo método. El segundo grupo (grupo Revl) fue vacunado con
Revl y se utilizo6 la vacuna Melirev-R (PRONABIVE), la pastilla liofilizada fue
reconstituida con el diluyente estéril incluido, agitada y aplicada en volumen de 1mL por
via subcutanea; el tercer grupo (grupo SSF) fue el control y las cabras fueron inoculadas
con ImL de Solucién Salina fisiologica estéril. La vacunacion fue realizada por via

subcutanea en la region axilar derecha.

Pruebas Serologicas

Toma de Muestras

Se colectaron muestras de sangre para la obtencion de suero mediante el procedimiento de
venopuncion yugular en tubos con sistema de vacio (Vacutainer®, BD) de 6mL con agujas
calibre 21Gx1-1/2” (0.8 x 38) de los dias 0, 7, 15, 21, 30, 45, 60, 75 y 90 pos-vacunacion
(p-v.) ylos dias 0, 9, 15, 30 pos-desafio (p.d.) y el dia de la necropsia (N).
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Prueba de Tarjeta al 3% e Inmunodifusion Radial

Previo al inicio del experimento se realizd el diagnostico seroldgico por la Prueba de
Tarjeta al 3% a todos los animales, al igual que a las muestras de los dias antes
mencionados. A las muestras positivas a Prueba de Tarjeta al 3% se les realizo la prueba de
IDR, también se realizd la prueba de IDR en el dia 0 p.v. y dia 0 previo al desafio
experimental. La Prueba de Tarjeta al 3% se efectué mediante el procedimiento estandar
con el antigeno de B. abortus cepa 1119-3 (Aba test tarjeta al 3%, PRONABIVE). La
prueba de IDR se realizd en placas elaboradas previamente en el laboratorio de brucelosis
del CENID-Microbiologia animal con hapteno nativo de B. melitensis, la interpretacion de

la prueba se realizo conforme a se describe en Hernandez y Diaz, 2000 **,

Desafio Experimental con Cepa Virulenta de Brucella melitensis 16M

Las cabras fueron trasladadas a las unidades de aislamiento del CENID-Microbiologia
animal, aproximadamente a los 110 dias de gestacion. Una vez en las unidades de
aislamiento las hembras fueron desafiadas con la cepa virulenta B. melitensis 16M a una
dosis de 4x10° UFC/mL en un volumen de 100pL por via conjuntival. La cepa de B.
melitensis fue previamente inoculada en ratdn, recuperada a los 14 dias del bazo y fue

contabilizada por el método de Miles y Misra 2.

Aislamiento e Identificacion Bacteriologica
Eutanasia de los Animales

Al término de la gestacion o a la presencia del aborto, se realizd la eutanasia de los
animales mediante la insensibilizacién instantdnea con un disparo con pistola de perno
cautivo calibre 0.22 (Cash Special) facilitado por el Departamento de Patologia de la
FMVZ-UNAM. Posteriormente, por corte de las venas yugulares, se realizo el
desangramiento dentro de los primeros 30s después del disparo de acuerdo a la NOM-033-

Z00-1995.
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Toma de Muestras y Cultivo en Medio So6lido

Durante la necropsia se obtuvieron muestras de bazo, cotiledones, tejido mamario, leche e
hisopado vaginal y de los LN (submandibulares, retrofaringeos, parotideos, prescapulares,
mesentéricos, inguinales y supramamarios). Se colectaron muestras de bazo, higado,
pulmén y contenido abomasal de los fetos/cabritos. Los oOrganos colectados fueron
diseccionados para remover la grasa y el tejido excedente, se sumergieron en etanol al 70%,
se flamearon y se depositaron en bolsas de plastico nuevas. Para macerar las muestras se
afiadieron de 1-3mL de PBS estéril en la bolsa, una vez macerados se sembraron con
hisopos estériles en placas con medio Farrell, elaborado con TSA (Agar Tripticaseina Soya,
MCD LAB) como medio base y el suplemento selectivo de Brucella (Modified Brucella
Selective Supplement, OXOID); las placas se incubaron a 37°C hasta por 14 dias. Las
bolsas con los 6rganos fueron almacenadas a -20°C, en caso de requerir resiembras. Todos
los procedimientos fueron realizados en condiciones de esterilidad en el laboratorio de

brucelosis del CENID-Microbiologia Animal.

Identificacion de las Cepas Aisladas

Las colonias sospechosas de B. melietensis fueron resembradas en medio TSA o en medio
selectivo de Farrell, en caso de ser necesario. Se realizé la tincidon de Gram mediante el
procedimiento estandar, al igual que la prueba de ureasa (Urea Agar Base, BD). Para la
diferenciacion de las cepas vacunales de la de campo se utilizé medio TSA suplementado
con 2.5ug/mL de estreptomicina (sulfato de estreptomicina, Gibco) para identificar la cepa
Revl. Para la cepa mutante inv4 de B. melitensis Rev1 se utilizd TSA suplementado con
50pg/mL de kanamicina (sulfato de kanamicina, Gibco) y TSA suplementado con SUI/mL

de penicilina G (penicilina G potasica, Sigma) para la cepa virulenta de B. melitensis 16M.
Extraccion de RNA y sintesis de cDNA a partir de Células Mononucleares
de Sangre Periférica

Toma de Muestras

Se colectaron muestras sanguineas para la obtencion de sangre mediante el procedimiento

de venopuncion yugular en tubos con sistema de vacio con heparina (Vacutainer®, BD) de
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6mL con agujas calibre 21Gx1-1/2” (0.8 x 38) en los dias 0, 1,3, 5,7,9, 11, 13 y 15 p.v. de
los grupos invA, Revl y SSF. Se obtuvieron muestras de los mismos dias p.d. inicamente

del grupo SSF.

Obtencion de Células Mononucleares de Sangre Periférica

De las muestras de sangre se extrajeron las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) con Ficol (Ficoll-Paque PLUS, GE healthcare®). La sangre se centrifug6 a 400 x
g durante 15 min para colectar la fase leucoplaquetaria y posteriormente mezclarla
gentilmente con SmL de PBS en un tubo nuevo. En el tubo nuevo, con una pipeta Pasteur
se adicionaron cuidadosamente sobre el fondo 3mL de Ficol sin mezclar los componentes y
se centrifugd a 400 x g durante 30min. Después de la centrifugacion se separaron las fases
(plasma, PBMC, ficol y eritrocitos-granulocitos) y se colectd la fase con las PBMC, las
cuales se colocaron en un tubo nuevo con 3mL de PBS, se centrifugd a 100 x g por 5 min,
se desecho el sobrenadante y la pastilla se homogenizo gentilmente en 3mL de PBS y se
centrifugd nuevamente. Por ultimo se desecho el sobrenadante y la pastilla se re-suspendid
en ImL de medio RPMI 1640 (Gibco) y se separ6 en dos alicuotas de 500uL y se

conservaron a -70° C hasta su utilizacion.

Extraccion de RNA

A una de las alicuotas de las PMBC se le agregaron 700 pL de TRIzol® LS Reagent
(Ambion), se mezclo en agitacion en vortex y se incubd a temperatura ambiente por cinco
minutos. Posteriormente se agregaron 200 uL de cloroformo frio, se mezclod vigorosamente
manualmente durante 15 s, se incub6 en refrigeracion por 15 min y se centrifugd a 12,000 x
g por 15 min a 4° C. Después de la centrifugacion se separd la fase acuosa en un microtubo
nuevo y se agregd 500 uL de isopropanol frio, se mezcld por inversion y se centrifugd a
12,000 x g por 10 min a 4° C. Posteriormente se decant6 el isopropanol y se agregé 1mL de
etanol al 70% y se centrifug6 a 7,500 x g por 5 minutos a 4° C. Finalmente se decanto el
etanol y se dejo secar completamente en aire seco, una vez seca la pastilla se agregd 30 uLL

de agua libre de nucleasas y se conservo a -70° C hasta su utilizacion.
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Sintesis de cDNA

La realizacion de la sintesis de cDNA de los grupos se efectud con First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific). Las muestras de RNA se cuantificaron y calcularon para
obtener 1u/puL de cDNA aproximadamente. EIl RNA y el cDNA obtenidos se cuantificaron
con un Nanodrop 2000c (Thermo Scientific).

La primera reaccion se calculd utilizando el templado de RNA total previamente
cuantificado, y se completd en caso de ser necesario con agua libre de nucleasas para

alcanzar un volumen de 10 pL:

1pg/puL
RNA total ng/uL

lareaccion =

Para la segunda reaccion se utilizaron los reactivos con los volimenes que indica el

fabricante para obtener un volumen final de 20 pL.

Disefio de Iniciadores y Estandarizacion de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa para la Medicion de la Expresion de Citocinas

Disefio de Iniciadores para la Evaluacion de la Respuesta Inmune

Se eligieron las citocinas TNF-a, IFN-y e IL-12 para medir la expresion de citocinas de la
respuesta inmune celular Th1, mientras que para la respuesta Th2 se eligi6 a IL-4 e IL-10.
Se utiliz6 a GAPDH como gen constitutivo Cuadro 2. Para el disefio de los iniciadores se
realizé una busqueda en NCBI y se utilizaron los programas de Basic Local Aligmnment

Search Toll (BLAST) [disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/], el software ClustalX

[disponible en: http://www.clustal.org/] para el alineamiento de los iniciadores a partir de
las secuencias disefiadas y Serial Cloner Software 2.6 para el ensayo in silico de los

iniciadores.
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Cuadro 2. Secuencias de Iniciadores de Citocinas y Alineamientos Significativos en BLAST

Iniciador: Sentido: 5’- CAAGGCAGAGAACGGGAAG -3°
GAPDH Contrasentido: 5’- GCCTTCTCCATGGTAGTGAAG -3°

Producto amplificado: 144 pb
CAAGGCAGAGAACGGGAAGCTCGTCATCAATGGAAAGGCCATCACCATCTTCCAGGAGCGAGA
TCCTGCCAACATCAAGTGGGGTGATGCTGGTGCTGAGTACGTGGTGGAGTCCACTGGGGTCTTC
ACTACCATGGAGAAGGC

Especie No. GenBank Cuenta Cobertura Valor E Identidad
Total

Capra hircus AJ431207.1 38.2 100% 0.001 100%
Ovis aries NM_001190390.1 56.5 100% 0.001 100%
Ovis aries DQ386891.1 38.2 100% 0.001 100%
Ovis aries AF030943.1 56.5 100% 0.001 100%

Iniciador: Sentido: 5’- GTACGAACCCATCTACCAGG -3’

TNF-a Contrasentido: 5’- ATGATCCCAAAGTAGACCTGC -3’

Producto amplificado: 123 pb
GTATGAACCCATCTACCAGGGAGGAGTCTTCCAGCTGGAGAAGGGAGATCGCCTCAGTGCTGAG
ATCAACCTGCCGGACTACCTGGACTATGCCGAGTCTGGGCAGGTCTACTTTGGGATCAT

Especie No. GenBank Cuenta Cobertura Valor E Identidad
Total
Capra hircus AY304502.1 40.1 100% 4e-04 100%
Capra hircus AF276985.1 40.1 100% 4e-04 100%
Capra hircus X77317.1 40.1 100% 4e-04 100%
Capra hircus NM 001286442.1 40.1 100% 4e-04 100%
Iniciador: Sentido: 5’- GCTGATTCAAATTCCGGTGG -3’
IFN-y Contrasentido: 5’- TGACTTCTCTTCCGCTTTCTG -3’

Producto amplificado: 117 pb
GCTGATTCAAATTCCGGTGGATGATCTGCAGATCCAGCGCAAAGCCATAAATGAACTCATCAAG
GTGATGAATGACCTGTCGCCAAAATCTAACCTCAGAAAGCGGAAGAGAAGTCA

Especie No. GenBank Cuenta Cobertura Valor E Identidad
Total
Capra hircus EF375708.1 40.1 100% 4e-04 100%
Capra hircus AY603405.1 40.1 100% 4e-04 100%
Capra hircus NM_001285682.1 40.1 100% 4e-04 100%
Capra hircus U34232.1 40.1 100% 4e-04 100%
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/27525390?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=A1PECGDZ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/298676424?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A1PP3EH9015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/88853994?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=A1PP3EH9015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/2623265?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=A1PP3EH9015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31979246?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=A1R6FG4P01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/9454280?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=A1R6FG4P01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/452607?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=A1R6FG4P01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/556695473?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=A1R6FG4P01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/125711072?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A1RGX922014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/50261477?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=A1RGX922014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/550822076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=A1RGX922014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1730273?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=A1RGX922014

Cuadro 2. (Continuacion)

Iniciador: Sentido
IL-12 Contrasentido:

5’- ACCAGAACATGCTGGCAGCT -3’
5’- TGAAGAAGGATGCAGAGCTTGA -3’

Producto amplificado: 133 pb

ACCAGAACATGCTGGCAGCTATTGCTGAGCTAATGCAGGCCCTGAATTTCGACAGTGAGACTGT
GCCACAGAAACCCTCCCTGGAAGAACTGGATTTTTATAAGACAAAAGTCAAGCTCTGCATCCTT

CTTCA
Especie No. GenBank Cuenta Cobertura Valor E Identidad
Total

Capra hircus NM_001285638.1 40.1 100% 4e-04 100%
Capra hircus AB600567.1 40.1 100% 4e-04 100%
Capra hircus AY603407.1 40.1 100% 4e-04 100%
Capra hircus AF003542.1 40.1 100% 4e-04 100%
Iniciador: Sentido 5’- GAATTCATGCATGGAGCTGCC -3’

I1L-4 Contrasentido: 5’- CCTGTAGATACGCCTAAGCTC -3’

Producto amplificado: 108 pb

GAATTCATGCATGGAGCTGCCTGTAGCAGACGTCTTTGCTGCCCCAAAGAATGCAACTGAGAAG

GAAACCTTCTGCAGGGCTGGAATTGAGCTTAGGCGTATCTACAGGA

Especie No. GenBank Cuenta Cobertura Valor E Identidad
Total

Capra hircus NM_001285681.1 42.1 100% le-04 100%
Capra hircus DQ384927.1 42.1 100% le-04 100%
Capra hircus AY648947.1 42.1 100% le-04 100%
Capra hircus U34273.1 42.1 100% le-04 100%
Iniciador: Sentido 5’- CTGCCCTGCGAAAACAAGAG -3°

IL-10 Contrasentido: 5’- GTAGTTGATGAAGATGTCAAACTC -3’

Producto amplificado: 114 pb

CTGCCCTGCGAAAACAAGAGCAAGGCGGTGGAGCAGGTGAAGAGAGTCTTCA
ATATGCTCCAAGAGAGGGGTGTCTACAAAGCCATGAGTGAGTTTGACATCTTC

ATCAACTAC
Especie No. GenBank Cuenta Cobertura Valor E Identidad
Total
Capra hircus  XM_005690416.1 40.1 100% 4e-04 100%
Capra hircus DQ837159.1 40.1 100% 4e-04 100%
Ovis aries NM_001009327.1 40.1 100% 3e-04 100%
Ovis aries 729362.1 40.1 100% 3e-04 100%
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/550821953?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A1RW1NJB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332887175?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=A1RW1NJB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/50261481?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=A1RW1NJB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/2197070?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=A1RW1NJB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/550821961?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A1S1A53A01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/90186610?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=A1S1A53A01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/50096517?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=A1S1A53A01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1730275?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=A1S1A53A01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/548497725?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A1SAGNUJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112554074?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=A1SAGNUJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57164346?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=A1SEJT2B015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/482939?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=A1SEJT2B015

Determinacion de la Temperatura de Alineamiento en la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa en Punto Final

A partir de caprinos no vacunados se obtuvieron muestras de sangre para la obtencion de
PBMC por el método antes descrito. En vez de congelar las alicuotas a -70° C en el ultimo
paso, las PBMC se incubaron durante 24h /37°C / 5% CO, afiadiéndoles Pokeweed (PWM)
(Lectina de Phytolacca americana, Sigma) como estimulante. La extraccion de RNA y la

sintesis de cDNA se realizaron con los procedimientos antes descritos.

La realizacion del gradiente de temperatura se efectué en un termociclador (MultiGen
Optimax, Labnet International Inc.) en el que se realiz6 la PCR para cada una de las
secuencias. La reaccion se prepard con 6.5 pL de Mezcla (PCR master Mix (2x), Thermo
Scientific), 0.4 uL de iniciador sentido, 0.4 pL de iniciador contrasentido, 4.7 uL de agua
libre de nucleasa y 1.0 pL de templado de cDNA; para un volumen final de 12 pL. Los
iniciadores se utilizaron a una concentracion de 10puM/pL y el cDNA en lpg/ul.
Finalmente se visualizaron en un gel de agarosa al 1%. Las condiciones para la PCR
fueron: 1) Precalentamiento a 95° C/ 3 min /1 ciclo (¢); 2) Desnaturalizacion a 95° C/ 30 s /
45 ¢; 3) Alineamiento, con gradiente de 50-62° C/ 30 s / 45 ¢; Extension a 72° C/ 30 s / 45
c; 4) Extension final a 72° C/ 7 min / 1 ¢; y 5) Enfriamiento a 4° C.

Estandarizacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo
Real

Con la temperatura de alineamiento establecida se realizaron pruebas para la
estandarizacion de la PCR tiempo real (gPCR), se probaron las PBMC estimuladas con
PWM (y algunas muestras problema) por triplicado en una placa optica de 96 pozos en
Light Cycler 480 (Roche). La reacciones se prepararon con 4.1uL. de agua libre de
nucleasas, 6.5 puL de mezcla, 0.2 pL de iniciador sentido, 0.2 pL e iniciador contrasentido,
1.0 uL de agente intercalante (SYTO® 9, Ambion) y 1 uL. de cDNA; para un volumen final
de 12 pL. La concentracion de los iniciadores fue la misma que la utilizada en la PCR
punto final, el agente intercalante se diluyd a una concentraciéon 1:1000 y el cDNA se
utilizé a 1,000 ng/uL. Se utilizo el software LigtCycler® 480 SW 1.5 con un formato de
deteccion de SYBR Green I/HRM Dye en las siguientes condiciones, Cuadro 3.
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Cuadro 3. Plantilla utilizada para la medicion de la expresion de citocinas en gPCR

Pre-incubacion:

Temperatura  Modode Tiempo Ritmo Adquisiciones Temperatura Tamafio Retraso
(&6} Adquisiciéon (°Cls) (por °C) secundaria  de paso de paso
cC) (ciclo)
95 Ninguno 3min 4.4 - 0 0 0
Amplificacion:
Temperatura  Modode  Tiempo Ritmo Adquisiciones Temperatura Tamafio Retraso
(&6} Adquisiciéon (°C/s) (por °C) secundaria  de paso de paso
[6(®))] [6(®))] (ciclo)
95 Ninguno 30s 4.4 - 0 0 0
70 Ninguno 30s 2.2 - 60 1 3
72 Sencillo 12s 4.4 - 0 0 0
Extension final:
Temperatura  Modode  Tiempo Ritmo Adquisiciones Temperatura Tamafio Retraso
(&6} Adquisicion (°C/s) (por °C) secundaria  de paso de paso
[&(®))] [&(®))] (ciclo)
72 Ninguno Smin 4.4 - 0 0 0
Curva Melting:
Temperatura  Modode Tiempo Ritmo Adquisiciones Temperatura Tamafio Retraso
cC) Adquisicion (°C/s) (por °C) secundaria  de paso de paso
[&(®))] (ciclo)
95 Ninguno Ss 4.4 - - - -
65 Ninguno Imin 2.2 - - - -
97 Continuo - 1.1 5 - - -
Enfriamiento:
Temperatura  Modode  Tiempo Ritmo Adquisiciones Temperatura Tamafio Retraso
cC) Adquisicion (°C/s) (por °C) secundaria  de paso de paso
[6&(6))] (ciclo)
40 Ninguno 30s 2.2 - 0 0 0
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RESULTADOS

Pruebas Seroldgicas

En los Cuadros 4 y 5 se muestra el resumen de resultados de la Prueba de Tarjeta al 3% y
de IDR, respectivamente. Todas las muestras resultaron negativas para el dia 0 en ambas
pruebas, asi mismo para la prueba de IDR al dia 0 previo al desafio experimental (Dia 0*).
Las hembras 3 y 15 de los grupos inv4 y Revl, respectivamente, no mostraron reaccion
positiva a la Prueba de Tarjeta al 3% en ningiin momento p.v. Los numeros en el cuadro
indican los dias en que se obtuvieron resultados positivos p.v. y p.d. (ver en Material y
Métodos). En la Figura 1 se muestran los controles de ambas pruebas. Posteriormente, en
la Figura 2 se muestra una grafica con las respuestas serologicas por grupo a lo largo de
todo el experimento. Al observar la poca duracion de la respuesta seroldgica en el grupo
Revl se realizd el conteo de UFC de un frasco de la vacuna Revl del mismo lote y se

encontrd que la dosis fue de 1x10° UFC/mL.

Cuadro 4. Resultados de la Prueba de Tarjeta al 3% en cabras vacunadas con Rev1/invA,
Revl y sin vacunar a diferentes tiempos pos-vacunacion y pos-desafio.

Grupo invA Grupo Revl Grupo SSF
Cabra Dia0 p.v. p.d. Cabra Dia0 p.v. p.d. Cabra Dia0 p.v. p.d.
1 - 21-30 - 9 - 15 - 17 - - -
2 - 15-30 - 10 - 7-30 - 18 - - -
3 - - - 11 - 15-21 - 19 - - -
4 - 15-21 - 12 - 15 - 20 - - -
5 - 21-30 - 13 - 15 - 21 - - -
6 - 15-45 30-N 14 - 15 - 22 - - -
7 - 15 - 60 - 15 - - N 23 - - -
8 - 15-90 - 16 - 15 -21 - 24 - - -

Pos-vacunacion: (p.v.). Pos-desafio: (p.d.). Dia de la Necropsia: (N)

Cuadro 5. Resultados de la prueba de IDR en cabras vacunadas con Rev1/invA, Revl y sin
vacunar a diferentes tiempos post-vacunacion

Grupo invA Grupo Revl Grupo SSF
Cabra Dia0 Dia0* p.v. p.d. | Cabra Dia0 Dia0* p.v. p.d. | Cabra Dia0 Dia0* p.v. p.d.
1 - - - - 9 - - - - 17 - - - -
2 - - - - 10 - - - - 18 - - - -
3 - - - - 11 - - - - 19 - - - -
4 - - - - 12 - - - - 20 - - - -
5 - - - - 13 - - - - 21 - - - -
6 - - - - 14 - - - - 22 - - - -
7 - - - - 15 - - - - 23 - - - -
8 - - - - 16 - - - - 24 - - - -

Pos-vacunacion: (p.v.). Pos-desafio: (p.d.). Dia 0 previo al desafio: (Dia 0%)
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Figura 1. Controles de Prueba de Tarjeta al 3% (izq.) e Inmunodifusion Radial (der.)
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Figura 2. No. de hembras positivas por grupo a la Prueba de Tarjeta al 3% a lo largo del
experimento

Ocurrencia de Aborto o Parto

A partir de la fecha de desafio experimental con la cepa virulenta de B. melitensis 16M, las
hembras fueron revisadas diariamente en las unidades de aislamiento para identificar la

ocurrencia de aborto o de parto. Lamentablemente el primer diagnostico de gestacion no
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fue preciso, debido a que algunas de las hembras presentaron gestacion temprana que no

pudo ser identificada al momento del diagnostico, lo que se reflejo en partos fuera de la

fecha planeada (cabras 9, 15, 20). A pesar de haber utilizado el protocolo de sincronizacion

se obtuvieron gestaciones desfasadas, que pudieron ser debidas a la falla en la fertilizacion

por el macho o en el diagnostico de gestacion subsecuente, o por la vacunacion. En algunas

hembras la gestacion fue comprobada al momento de realizar la necropsia programada, al

haber pasado las fechas probables de parto esperadas. En el Cuadro 6 se presentan los

casos de aborto, parto o necropsia programada y las crias que tuvieron. Figura 3.

Cuadro 6. Ocurrencia de Parto o Aborto pos-desafio con la cepa virulenta de B. melitensis
16M en los grupos vacunados y sin vacunar

Grupo invA Grupo Revl Grupo SSF
Cabra Parto/Aborto Crias | Cabra Parto/Aborto Crias | Cabra Parto/Aborto Crias

1 No gestante 0 9 Parto previo | 17 Aborto 2

2 Parto 1 10 Necropsia 1 18 No gestante 0
programada

3 Necropsia 1 11 Parto 2 19 Parto 2

programada

4 Parto 1 12 Necropsia 1 20 Parto previo 2
programada

5 No gestante 0 13 Parto 2 21 Aborto 2

6 Parto 2 14 Necropsia 1 22 Necropsia 0
programada programada

7 Parto previo 1 15 Parto previo 2 23 Parto

8 No gestante 0 16 Necropsia 1 24 Gestante
programada

Parto

Feto abortado
Figura S. Ocurrencia de Parto o Aborto
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Aislamiento Bacteriologico e Identificacion de la Cepa Aislada

Los organos y tejidos antes mencionados fueron procesados en el laboratorio para el cultivo
bacteriologico en medio selectivo. Las colonias sospechosas fueron resembradas para una
mejor identificacion y asegurar su viabilidad. Se realizaron las pruebas de resistencia o
susceptibilidad en medio TSA suplementado con antibio6tico, prueba de ureasa y tincion de
Gram. Ninguna de las muestras aisladas mostré crecimiento en medio TSA suplementado
con kanamicina. Las muestras de las cabras 6, 16 y 24 presentaron crecimiento en medio
TSA con estreptomicina, lo cual sefiala contaminacion con la cepa Rev1 en alglin momento
del experimento. En las cabras 6 y 24, en las que hubo aislamiento de Revl, hubo también
aislamiento de la cepa 16M, al encontrar que en al menos uno de los 6érganos también hubo
crecimiento en medio suplementado con penicilina G, lo que indica la presencia de las dos
cepas en la misma muestra. En las hembras 15, 18, 19, 21 y 23 hubo crecimiento en medio
TSA suplementado con penicilina G, lo que indica la presencia de la cepa 16M. Todos los
aislamientos fueron positivos a la prueba de ureasa y resultaron Gram negativos. En las
Figuras 4 y 5 se muestran ejemplos de las pruebas realizadas. En el Cuadro 7 se presenta

el resumen del aislamiento e identificacion de las cepas de B. melitensis aisladas.
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Figura 4. Prueba de Ureasa a las 24h y 48h de los aislamientos B. melitensis. Se observa en
color rosa los positivos y en amarillo negativos a la prueba. Los primeros tres tubos de izquierda a
derecha: B. melitensis 16M, B. melitensis Rev 1 y B. melitensis Revl/inv4. Cuarto tubo negativo.
Quinto tubo en adelante: muestras positivas de los aislamientos obtenidos a partir de 6érganos de las
hembras
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Medio suplementado con Kanamicina

Cuadrante Superior
Izquierdo: B. melitensis Revl/invA
Derecho: muestra problema

Cuadrante Inferior
Izquierdo: B. melitensis Revl
Derecho: B. melitensis 16M

Medio suplementado con Estreptomicina

Cuadrante Superior
Izquierdo: B. melitensis 16M
Derecho: B. melitensis Revl

Cuadrante Inferior
Izquierdo: muestra problema
Derecho: B. melitensis Revl/invA4

Medio suplementado con Penicilina G

Cuadrante Superior
Izquierdo: muestra problema
Derecho: B. melitensis 16M

Cuadrante Inferior
Izquierdo: B. melitensis Revl/invA
Derecho: B. melitensis Revl

Figura 5. Identificacion de la cepa de B. melitensis por el crecimiento en medio TSA
suplementado con antibidticos. Controles y muestras problema.
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Cuadro 7. Resumen de ocurrencia de aborto, aislamientos e identificacion de las cepas de B.
melitensis

Grupo Cabra Aborto Aislamiento de Organo Cepa
invA 6 No LN: parotideo, retrofaringeo, prescapular, supramamario 16M/Revl

Bazo, Utero y Glandula mamaria
Cabrito: Pulmén

Revl 15 No  LN: submandibular 16 M
16 No  Utero Revl
SSF 17 Si
18 No  LN: prescapular 16 M
19 No  Cabrito 2: Bazo 16 M
21 Si  LN: parotideo 16 M

Glandula mamaria y Placenta
Feto 1: Higado, Bazo y Feto 2: Pulmén

23 No  LN: submandibular 16 M
24 No  LN: submandibular, parotideo, mesentérico 16M/Revl
Bazo

Cabrito: Higado y Pulmén
Hisopo Uterino

Determinacion de la Temperatura de Alineamiento en la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa en Punto Final

Se realizaron gradientes a diferentes temperaturas, de 50 a 61° C, para determinar la
temperatura de alineamiento de los iniciadores y de amplificacion de las secuencias del gen
constitutivo y de las citocinas seleccionadas en PCR punto final y posteriormente establecer
la temperatura en gPCR. En las Figuras 6 y 7 se muestran en geles de agarosa al 1% con
las temperaturas en donde hubo coincidencia de més de una secuencia en las diferentes

temperaturas.
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Figura 6. Gradientes para las secuencias de GAPDH, IL-4, IL-10, TNF-qa, IFN-y e IL-12 en
Gel de Agarosa al 1%. Carril: 1: marcador de tamafio. 2 y 8: GAPDH. 3y 9: IL-4. 4 y 10: IL-10.
5y 11: TNF-a. 6 y 12: IFN-y. 7 y 13: IL-12.

Figura 7. Secuencias de GAPDH, 1L-4, IL-10, TNF-0, IFN-y e IL-12 en Gel de Agarosa al
1%. Carril: 1: marcador de tamafo. 2: GAPDH. 3: IL-4. 4: IL-10. 5: TNF-a. 6: IFN-y. 7: IL-12.
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Estandarizacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo
Real

Por motivo de diferencia en la dosis en los grupos vacunados los experimentos se realizaron

hasta la estandarizacion de las secuencias de GAPDH, TNF-a e IFN-y. De forma preliminar

en las Figuras 8, 9 y 10 se muestran las curvas de amplificacion y andlisis realizados con el

software LigtCycler® 480 SW 1.5.
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Figura 8. Analisis de Curvas de amplificacion para GAPDH en qPCR en 60° C.
Superior izquierda: curva de amplificacion. Superior derecha: analisis de ruido de banda.
Inferior izquierda: analisis de umbral. Inferior derecha: analisis de curva y pico de fusion.

45




Amplification Curves

Amplification Curves.

19572
18172
16572
15172
B
= 13572 5 10EL
g 12172 g q
3 10672 5
2 2
g 9172 5
E 7672 2
= 2 1.0E0
£ o1 = =
4572 e
3172
1672
0172]
5 10 15 2 F3 Eil E3 & & 5 E3 2 4 6 B8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 62 54
Cycles Cycles
JE——
= 3T
& 2817
2317
1817
1317
2 817
3 3
£ 65 68 70 72 74 76 2 84 8 8 90 92 S %
g 1Y Temperature (*C)
g 1 Lo a ]
g 1 e
= 6547
= 5,547
4547
3547
2547
1.0E0 1547
0547
8 10 12 14 16 18 20 2 M4 26 28 Eiilefz 34 36 3B 40 42 44 46 4B B0 B2 B4 i 3 Y E F P @ %

Temperature [C)

Figura 9. Analisis de Curvas de amplificacion para TNF-a en qPCR en 60° C.
Superior izquierda: curva de amplificacion. Superior derecha: anilisis de ruido de banda.
Inferior izquierda: analisis de umbral. Inferior derecha: analisis de curva y pico de fusion.
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Figura 10. Analisis de Curvas de amplificacion para IFN-y en JPCR en 60° C.
Superior izquierda: curva de amplificacion. Superior derecha: analisis de ruido de banda.
Inferior izquierda: analisis de umbral. Inferior derecha: analisis de curva y pico de fusion.
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El software LigtCycler® 480 SW 1.5 en el anélisis de curva melting se puede discernir
entre la fluorescencia producida por los amplicones o por estructuras secundarias que
puedan producir fluorescencia, como se muestra en las figuras anteriores. Adicional a este
analisis se realiz6 un gel de agarosa al 1% de muestras estimuladas con PWM para

visualizar la ausencia de estructuras secundarias Figura 11.

1.000 pb

150 pb

S0 pb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Figura 11. Gel de Agarosa al 1% para GAPDH, TNF-a e IFN-y post-qPCR Carril 1, 6, 11: marcador de

tamafio. 2: control positivo GAPDH, 3: control de reaccion negativo GAPDH (H,0), 4 y 5: muestras positivas
para GAPDH. 7: control positivo TNF-a, 8: control de reaccion negativo TNF-a (H,0), 9 y 10: muestras
positivas para TNF-o. 12: control positivo IFN-y, 13: control de reaccion negativo IFN-y (H,0), 14 y 15:

muestras positivas para IFN-y.
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DISCUSION

Respuesta Serologica

La medicion de la respuesta serologica mediante las pruebas diagnodsticas de rutina esta
dirigida hacia el LPS de las especies lisas de Brucella ’*. Las cepas de B. melitensis Revl y
B. melitensis Revl/invA utilizadas en este trabajo tienen la misma composicion estructural
de LPS que la cepa virulenta B. melitensis 16M, por lo que se esperaba una respuesta
serologica medible contra el mismo con la Prueba de Tarjeta al 3%. En el presente estudio
se obtuvo una respuesta seroldgica positiva en las hembras con un el nimero maximo de
7/8 cabras, entre los 15 y los 21 dias p.v., en los grupos Revl e invA4 respectivamente. La
respuesta seroldgica se redujo rapidamente en el grupo Revl y para el dia 45 p.v. ya no se
encontraron reacciones seroldgicas positivas, mientras que en el grupo inv4 se extendio, en
un individuo, hasta el dia 110. En diferentes estudios realizados en pequefios rumiantes se
han obtenido resultados diversos con la administracion de dosis reducida. Sin embargo, la
respuesta seroldgica obtenida en este trabajo fue de muy corta duracién en ambos grupos,
particularmente en el grupo Revl, ya que en estudios similares con la administracion
subcutanea de dosis reducida (10° UFC/mL) de Revl en borregas se obtuvo respuesta
serologica medible con la Prueba de Tarjeta con duracion de 4 a 8 semanas (n=43) . En
otro estudio, a las 4 semanas el 90% de las borregas utilizadas mantuvo una respuesta
seropositiva a la Prueba de Tarjeta, cerca del 40% a las 12 semanas y la respuesta se redujo

80 .,
. Como se menciond

paulatinamente hasta un 20% a las 36 semanas (n=92)
anteriormente, la razon de estas diferencias en la duracion de la respuesta serologica puede
ser por la diferente eficiencia de las cepas vacunales de Rev1 utilizadas en los diferentes

.67
estudios .

Tras observar la corta duracion de la respuesta serologica en el grupo Revl se realizo el
conteo de UFC de un frasco de la vacuna de Revl del mismo lote y se encontrd que la dosis
fue de 1x10° UFC/mL, la cual dista de la dosis indicada por la campafia y la recomendada
internacionalmente, dicha discrepancia entorpece la comparacion de resultados de este
trabajo. El dia en que se realizé la vacunacion, ambas cepas vacunales se mantuvieron en

refrigeracion y cubiertas de la luz solar durante el transporte al corral y la vacunacion,
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manteniendo asi la cadena fria, por lo que descartamos un error en este sentido. Con la
administracion de dosis reducidas la subsecuente respuesta serologica resulta con menor
duracion que con la vacunacion con dosis estandar *°. La vacunacién con dosis estandar en
animales jovenes induce una respuesta serologica medible desde las dos semanas y puede
durar en algunos animales hasta los 6 meses (0 mas) y ha demostrado ser la mejor dosis y
etapa fisiologica para la vacunacion y proteccion contra el aborto, independientemente de la

, .. .y 9
via de administracion 7 ¢

. La respuesta positiva a la Prueba de Tarjeta es aparentemente
influenciada por la dosis administrada, no sélo en la proporcion de animales positivos sino
también en la duracion de las reacciones seropositivas ”°. La respuesta inmune mediada por
células juega un papel principal en la defensa contra la infeccion por Brucella spp., la
respuesta humoral no se relaciona con una inmunidad protectora, pero es un indicativo de la
estimulacion antigénica producida 8 Por otro lado, se menciona que la proteccion a largo

plazo requiere de la persistencia de anticuerpos inducidos por la vacuna y en la generacion

, . , . . ., 1
de células de memoria capaces de una rapida reactivaciéon *'.

Se esperaba una respuesta serologica detectable en los grupos vacunados, resultante de una
respuesta inmune secundaria; sin embargo, no se obtuvo respuesta serologica evidente en
ninguno de los grupos vacunados p.d., salvo en las hembras en donde hubo aislamiento de
B. melitensis 16M (cabras 6 y 15); en las demds hembras vacunadas no se encontro
respuesta seroldgica alguna. La Prueba de Tarjeta al 3% se realizd en tres ocasiones
diferentes con sus respectivos controles. En una respuesta inmune secundaria los
anticuerpos son producidos mas rapidamente y en mayor cantidad debido a la presencia de
linfocitos B de memoria de reactivacion rapida. En general, las células de memoria
(linfocitos B y T) se encuentran estratégicamente en los 6rganos linfoides secundarios o en
el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), listas para iniciar una respuesta inmune
secundaria tras la re-exposicion con el antigeno ** ®. En animales protegidos contra la
brucelosis clinica, la respuesta inmune estd sujeta a variacion individual incluso bajo
condiciones controladas y no siempre puede ser detectable por algunas técnicas
diagnosticas, se ha propuesto que la magnitud y la duraciéon de una respuesta inmune
detectable deben ser reducidas en animales vacunados tras eliminar la infeccion mas

pronto. En este sentido, las técnicas diagnosticas con mayor sensibilidad en rumiantes son
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ELISA indirecta y el Ensayo por Fluorescencia Polarizada (FPA), en comparacion con la

Prueba de Tarjeta al 3% **.

Tampoco se obtuvo respuesta seroldgica en los animales no vacunados (grupo SSF) p.d. En
la infeccion natural se puede esperar una respuesta seroldgica de 2-4 semanas pos-
infeccion, pero la respuesta puede no presentarse o ser variable dependiendo de la via de
infeccidn, dosis, cepa y estatus fisiologico, entre otros factores ° * En la infeccion del
utero gravido puede esperarse una prolongada y persistente alza de titulos de anticuerpos,
pero esta respuesta puede ser retardada hasta el momento del aborto o del parto. Si la
infeccion se encuentra muy localizada, como en la glandula mamaria o en algunos LN la

. .y y . y e 15
estimulacion de la respuesta seroldgica puede ser minima .

De la misma forma se esperaba encontrar respuesta serologica positiva la prueba de IDR en
el grupo SSF p.d., pero al no encontrar resultados positivos, se puede pensar que la dosis de
desafio utilizada, el estado fisiologico de las hembras al momento del desafio y el tiempo
que las hembras estuvieron expuestas a la bacteria, podrian estar relacionados con la
respuesta negativa. En otros experimentos con sueros de pequefios rumiantes con historial
de infeccion natural se encontrd que la prueba de IDR tuvo un 94.5% de sensibilidad, y en
animales vacunados, la prueba de IDR demostrd tener la mayor especificidad al diferenciar
los animales infectados de los vacunados **. La union de los anticuerpos a los haptenos es
mediante enlaces no covalentes y se genera una interaccion reversible, para que se generen
anticuerpos de alta afinidad hacia los mismos se requiere de una exposicion prolongada con
el antigeno *. Probablemente el tiempo de exposicion al antigeno (40 dias), aunado al
estado fisiologico de las hembras y la dosis de desafio administrada no fueron suficientes

para generar los anticuerpos para producir una reaccion positiva a IDR.

Proteccion contra la cepa Virulenta

En el presente estudio se obtuvo aislamiento de la cepa virulenta del 62.5% (5/8) de las
hembras del grupo SSF (cabrasl8, 19, 21, 23 y 24), no se puede determinar la
susceptibilidad al o proteccion contra el aborto en los grupos evaluados, ya que se
obtuvieron gestaciones en diferentes tiempos o no hubo gestacion a pesar de la

sincronizacion del estro. En otros estudios se han obtenido porcentajes del 90-100% en
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aislamiento y presencia de aborto en el grupo control, en aquellos experimentos se han
utilizado dosis de 1x10” UFC de B. melitensis 16M en ambos ojos en hembras gestantes y
de 1x10° UFC en no gestantes, realizando la necropsia de los animales hasta 30 dias
después del parto o aborto ¥ *3 Con la cepa virulenta de B. melitensis 53H38 se utilizan
dosis de 5x10” UFC en ambos ojos, inoculando desde 90 dias de gestacion, obteniendo la
mayor frecuencia de aislamientos a las dos semanas posteriores al aborto o parto - ** 34,
Para incrementar el numero de aislamientos se recomienda sembrar simultdneamente y por
duplicado en medio basico y selectivo, y sembrar el mayor numero de placas por 6rgano
que sea posible, ya que el aislamiento depende de la cantidad y viabilidad de las bacterias
presentes en la muestra, y de la contaminacidén con otras bacterias que pueden afectar el
aislamiento primario 2% %2,

Adicionalmente a la baja dosis de desafio en este experimento, la via de inoculacion
conjuntival pudo haber influido en una pronta eliminacion de la infeccion. La respuesta
inmune en las membranas mucosas (como la conjuntiva) estd asociada con MALT, en la
que seguido a la exposicion al antigeno, la respuesta inmune adaptativa es iniciada en el
sitio y resulta en la generacion de inmunoglobulinas, asi como también en células T
efectoras y reguladoras °°. En un experimento realizado en bovinos observaron que la
inoculacién con la cepa virulenta de B. abortus por via conjuntival produjo de forma
incidental, en algunas de las hembras, una respuesta inmune lo suficientemente fuerte para
eliminar la infeccidon, observando una diseminacién reducida en comparacion con la
inoculacién subcutanea °'. En experimentos en borregas con infeccidn experimental por via
conjuntival con una cepa virulenta de B. melitensis se observd que en unos pocos dias las
bacterias fueron controladas >'. En cabras se encontré que el desafio experimental con B.
melitensis H38 con dosis de 10° UFC/mL fue menos severo de lo que se esperaba y solo se
recuperaron pocas colonias de los LN cercanos a la cabeza y en pocos animales se encontrd
una infeccion generalizada °2. Con esto se puede decir que la dosis de 4x10° UFC/mL
utilizada en el presente trabajo pudo ser suficiente en la hembras susceptibles (gestantes)
del grupo SSF para lograr el aislamiento de la cepa virulenta o producir el aborto en las
cabras 17, 19, 21, y 24; igualmente se logrd el aislamiento en dos de las hembras no
gestantes (Cabras 18 y 23) y las dos restantes (Cabras 20 y 22) probablemente lograron

controlar la infeccion.
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Por otro lado, se recuperd la cepa Revl en medio suplementado con estreptomicina en la
cabra 6, 16 y 24, de los grupos inv4, Rev 1 y SSF respectivamente, lo que indica que en
algin momento del experimento hubo contaminacién con esta cepa, en los grupos. Como se
menciond anteriormente, el trabajo formd parte de una investigacion en la que se
compartieron las instalaciones simultaneamente con otros proyectos en los que se probo
otra cepa mutante de Revl, probablemente la contaminacion surgié de los abortos
provocados por el desafio en cabras gestantes con la cepa Revl en dosis reducida. Al no
conocer el momento exacto ni la carga bacteriana con la que hubo contaminacidén no
podemos explicar si la infeccion con ambas cepas (Revl y 16M) tiene algiin efecto positivo
0 negativo, por un lado no hubo aborto en las hembras en las que hubo contaminacion pero
por otro lado hubo diseminacion de las cepas hacia el utero y los cabritos. En los grupos
vacunados en 2 de las hembras de se logro aislar la cepa 16M (cabra 6 y 15). Lo que indica
que hubo proteccion del 87.5% (7/8) de las hembras contra la misma cepa. Estas hembras
resultaron positivas a la Prueba de Tarjeta al 3% en los ultimos dias de muestreo p.d. La
cabra 15 del grupo Rev1 no mostr6 anticuerpos durante el muestreo p.v., a diferencia de la
cabra 6 en la que si hubo reacciones seropositivas. El aislamiento de la cepa 16M en la
cabra 6 del grupo invA a pesar de haber sido positiva a la Prueba de Tarjeta al 3% podria
ser asociada a la contaminacion con Revl o a que realmente no fue protegida contra la
infeccion de la cepa virulenta. No hubo aislamiento en medio suplementado con
kanamicina de la cepa Revl/invA4 en ninguna de las hembras en donde hubo aislamiento, lo
que descarta persistencia de la cepa Revl/inv4 o la contaminacion por la misma hacia los

otros grupos.

Estandarizacion de PCR tiempo real

Uno de los objetivos planteados para este trabajo era la evaluacion de la expresion de
citocinas en PCR tiempo real, se decidid no llevarlo a cabo por la diferencia de dosis en los
grupos vacunados, pero se estandarizo la prueba para GAPDH, TNF-a e IFN-y. Si bien
existen métodos para evaluar la respuesta inmune celular Thl por la identificacion de
marcadores de superficie celular por medio de citometria de flujo ** *, la medicion de las
citocinas en suero por ELISA *° o en ensayos de liberacion de IFN-y (u otras citocinas) "

?® la medicion de la expresién de citocinas mediante gPCR puede fungir como un analisis

52



complementario. La desventaja de la gPCR frente a las pruebas antes mencionadas es la
correlacion de la expresion de mRNA con la produccion de la citocina, pero tiene las
ventajas de poder utilizar secuencias para cualquier citocina, no se requiere de incubar a las
PBMC con antigenos o cé€lulas vivas de Brucella ssp., lo que implica un riesgo de infeccion
para el personal. El costo de las pruebas es un factor a considerar asi como también la
capacitacion del personal en cuestion. Adicionalmente, se puede mejorar la deteccion de las
secuencias con el uso de sondas y con las coincidencias en las temperaturas de alineamiento

obtenidas en los ensayos se podria pensar en la estandarizacion de una PCR multiplex.

Utilizacion de la mutante invA de B. melitensis Revl como inmunégeno en
el modelo caprino

Los resultados de la atenuacion in vivo en el modelo murino de la cepa virulenta de B.
melitensis mutada en el gen inv4 '® condujo a la mutacion de la cepa vacunal en el mismo
gen esperando que la modificacion de la sobrevivencia de la bacteria en el medio
intracelular produzca una atenuacion suficiente, pero que al mismo tiempo persista y se
multiplique por el tiempo suficiente para generar una respuesta inmune protectora. Los
resultados demuestran que la cepa mutante Revl/inv4d es atenuada y tiene un
comportamiento similar a Revl en cuanto a la respuesta serologica. A su vez, dado que se
obtuvieron gestaciones a diferentes tiempos, a pesar de la sincronizacion del estro, es muy
probable que para la vacunacion con Revl/inv4 se tenga que seguir la misma
recomendacion de esperar por lo menos un mes después de la vacunacion para comenzar
los empadres '® . Para poder recomendar a Revl/inv4 como candidato para vacuna se
requiere de un mayor nimero de experimentos. Se conocen datos in vitro e in vivo de la
mutacion en la cepa virulenta en el modelo murino, pero no se conocen datos de virulencia
residual o inmunogenicidad para Revl/invA. Ademds se requiere de probar la dosis
estandar en animales jovenes, ensayos de colonizacion, abortogenicidad en hembras
gestantes y su probable uso en machos. Adicionalmente se requiere de un método de
mutacion del gen que no requiera de la insercion de un casete de resistencia a antibidtico
(en este caso kanamicina) y que se realice en la cepa vacunal de referencia internacional. Al

probar y superar a la vacuna Revl en estos aspectos, se podra considerar a Rev1/inv4A como
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un candidato para la vacunacion contra B. melitensis en caprinos y probablemente en otras

especies.

Dada la exitosa erradicacion de B. abortus y B. melitensis en algunos de los paises, se
cuestiona si las investigaciones en la generacién de nuevas vacunas son necesarias. La
respuesta es que la organizacion y las condiciones ambientales favorables encontradas en
los paises en donde se ha logrado erradicar son un factor importante y esas condiciones son
dificilmente alcanzables o siquiera posibles en muchas de las areas en donde la brucelosis
es endémica *°. La ausencia de una vacuna segura para animales gestantes y para humanos
ha generado diferentes estrategias para el desarrollo de nuevas alternativas, cada una con de
ellas con sus ventajas y desventajas. Dentro de los candidatos se encuentra la bacterina de

16, 42, 66
g 16 4%

. . . .. , . 52
B. melitensis H3 , subunidades antigénicas (como proteinas recombinantes) -,

42, 52, 81
A %

vacunas de DN y la irradiacion de Brucella spp. con rayos gamma *2. De los

candidatos a vacunas de Brucella spp. descritos en la literatura, s6lo pocas han sido

probados en los hospederos naturales, ninguno de los candidatos ha probado ser adecuado

. ., . . . 35,97
al no conferir una proteccion superior a las vacunas disponibles ~> ™",

El desarrollo de vacunas protectoras contra Brucella spp. requiere de la seleccion de un

protocolo de vacunacion que favorezca un perfil de células Thl, la presentacion de
antigenos y la inmunidad humoral. Para lo cual las vacunas vivas parecen ser las
herramientas mas factibles y potentes para desarrollar células Th de este tipo de respuesta.
La gran mayoria de los estudios en vacunas son analizados por la respuesta serologica que
producen y no incluyen una caracterizacion de las células de memoria ** ®. Con el
conocimiento desarrollado en afios recientes y los afios por venir, es muy probable y
deseable que las investigaciones en vacunas incluyan parametros de proteccion contra la
enfermedad clinica, respuesta serologica protectora y memoria inmunoldgica. Y que para
obtener y evaluar estos resultados es necesario que se conozca el tiempo, la duracion y la

produccion del perfil de citocinas adecuado para lograrlo.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio pudimos observar que la vacunacion en el modelo caprino con la
dosis reducida de la cepa Revl/inv4 produce una respuesta inmune humoral detectable por
la prueba de tarjeta al 3% de menor duracion a la obtenida en otros estudios con la cepa de
referencia de Revl, lo que sugiere una menor interferencia en el diagndstico con esta

prueba y con la prueba de IDR al no observar reacciones positivas.

En el presente experimento se observd que la cepa Revl/invA es atenuada al no haber sido
identificada en ninguna de las hembras en las que se obtuvieron aislamientos. Si bien la
dosis de desafio y el numero de hembras gestantes en los diferentes grupos no fueron
suficientes para evaluar la proteccion contra el aborto, la vacunaciéon con Revl/invA
demostrd ser suficiente contra la diseminacion generalizada de la cepa virulenta tras el

desafio experimental.

Se requieren mas experimentos para recomendar el uso de la cepa Revl/inv4d y poder
afirmar que existen ventajas debido a la mutacién inducida y que no simplemente fue

generada por la utilizacion de la cepa Revl.

La informacién en el modelo caprino es escasa por lo que es importante la generacion de
nueva informacion, las hembras caprinas gestantes pueden funcionar como un paso en la
evaluacion de seguridad de las vacunas candidato y poder pensar en el uso en el modelo de
primates no humanos para poder dilucidar su posible uso en humanos. El disefio de
iniciadores y la estandarizacién de la PCR realizada en este trabajo pueden ser utilizadas
como andlisis complementario en la medicion de las citocinas involucradas en la
generacion de una respuesta inmune celular y humoral requerida para la proteccion contra

la brucelosis.
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