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1 Resumen 

 

Se evaluó el efecto que tiene el eritritol en la colonización de la cepa experimental 

de Brucella melitensis Rev 1 ΔeryCD y la cepa vacunal B. melitensis Rev 1 en el 

tracto reproductor de machos cabríos. Para el estudio se formaron tres grupos de 

15 machos cada uno, dos de los grupos se vacunaron cuando los animales tenían 

aproximadamente seis meses de edad, el primer grupo con la cepa experimental 

ΔeryCD, el segundo grupo con la cepa vacunal Rev 1 y el grupo testigo fue 

inyectado con solución salina fisiológica estéril. Los tratamientos se aplicaron por 

vía subcutánea a la altura del pliegue del codo, ambas cepas se administraron a 

una dosis de 2 x 109 UFC/mL a intervalos de 30 días, durante cinco meses. A tres 

machos de cada grupo se les tomaron muestras de sangre y se les aplicó la 

eutanasia, para colectar los ganglios linfáticos inguinales, mesentéricos, 

mediastínicos, bazo, testículos, epidídimos, vesículas seminales, glándulas 

bulbouretrales y ámpula, para realizar estudios serológicos, bacteriológicos, PCR, 

histopatológicos, de Inmunohistoquímica y HPLC. En los animales vacunados con 

ΔeryCD y Rev 1 hubo una respuesta serológica con una duración de 121 días y 91 

días post-vacunación, respectivamente. Referente a la colonización, la cepa 

ΔeryCD nunca se aisló de ningún órgano colectado, mientras que la cepa Rev 1 se 

aisló e identifico a partir de una muestra de testículo 91 días posteriores a la 

vacunación. Todos los tejidos analizados fueron negativos a PCR, incluso la 

muestra positiva a bacteriología. No se produjeron lesiones en los órganos 

reproductivos y glándulas sexuales accesorias en ningún animal, además, todas las 

muestras fueron negativas en la prueba de inmunohistoquímica. La relación entre 

la concentración de eritritol y la presencia de B. melitensis en tejido no se pudo 

realizar debido a que la técnica de HPLC para medir eritritol no se logró 

estandarizar, dado que el músculo retenía el analito en más de un 58%, además de 

la poca estabilidad del derivado, por lo cual solo se realizó el desarrollo del método 

y parte de la optimización. En conclusión, los resultados obtenidos demuestran que 

la vacunación con ambas cepas no tiene un tropismo hacia órgano reductivo y 

podría ser una opción para proteger a los machos cabríos. 
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2 Summary 

 

The effect that erythritol has on the colonization of the experimental strain of Brucella 

melitensis Rev 1 ΔeryCD and the vaccine strain B. melitensis Rev 1 in the 

reproductive tract of male goats was evaluated.  For the study, three groups of 15 

males each were formed, two of the groups were vaccinated when the animals were 

approximately six months old, the first group with the experimental strain Rev 1 

ΔeryCD, the second group with Rev 1 and the witness group was injected with sterile 

physiological saline. The treatments were applied subcutaneously at the level of the 

elbow fold, both strains were administered at a dose of 2 x 109 CFU/mL. At 30-day 

intervals, for five months, three males in each group were taken blood samples and 

euthanized to collect the inguinal, mesenteric, mediastinal lymph nodes, spleen, 

testicles, epididymis, seminal vesicles, bulbourethral glands and ampulla, for 

Perform serological, bacteriological, PCR, histopathological, Immunohistochemical 

and HPLC studies. In animals vaccinated with Rev 1 ΔeryCD and Rev 1 there was 

a serological response lasting 121 days and 91 days post-vaccination respectively. 

Regarding colonization, the Rev 1 ΔeryCD strain was never isolated from any organ 

collected, while the Rev 1 strain was isolated and identified from a testicle sample of 

a male 91 days after vaccination. All tissues were PCR negative including the one 

that tested positive for bacteriology. There were no lesions in the reproductive 

organs and accessory sex glands in any animal; in addition, all samples were 

negative to immunohistochemistry. The relationship between the concentration of 

erythritol and the presence of B. melitensis in tissue it could not be performed 

because the measurement of the analyte by HPLC could not be standardized, since 

the muscle retained the analyte in more than 58%, in addition to the poor stability of 

the derivative, so only the development was performed of the method and part of the 

optimization. In conclusion, the results obtained show that the vaccines studied do 

not have a tropism as such towards reductive organs, do not generate lesions and 

could be an option to protect male goats. 
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3 Introducción 

 

En México, la producción caprina representa la principal actividad económica en 

zonas marginadas de Zacatecas, la comarca lagunera, la región mixteca de la sierra 

madre del sur (Puebla, Oaxaca y Guerrero) y en la zona del bajío, donde 

representan una de las principales fuentes de ingresos, a nivel nacional se tiene un 

estimado de nueve millones de cabras en territorio mexicano, que producen 

anualmente 3,400 toneladas de carne y 163, 650, 000 litros de leche, donde 250 mil 

familias de las zonas rurales viven de la caprinocultura (SAGARPA, 2017; 

CONEVAL, 2017; SIAP-SADER, 2018). El principal sistema de producción en 

México es de tipo extensivo y en menor número explotaciones de tipo intensivo 

(SAGARPA, 2013). Esto genera grandes limitaciones en la caprinocultura debido al 

bajo ingreso económico dado por la poca valoración de la leche y del cabrito, 

repercutiendo en el manejo sanitario del hato, en donde la brucelosis representa 

una de las enfermedades de mayor importancia, debido a que es una zoonosis, que 

es considera “enfermedad ocupacional” de personas que trabajan con animales 

infectados o sus tejidos, es decir, particularmente veterinarios, granjeros y 

trabajadores de mataderos, así como de personas que consumen derivados lácteos 

sin pasteurizar (Castro et al., 2005; SSA, 2012). 

 

3.1 Antecedentes  

 

La enfermedad fue descrita por primera vez en 1887 por David Bruce, que logró al 

aislar cocobacilos Gram negativos del bazo de cinco soldados británicos que 

murieron de fiebre en Malta (Bruce,1887). En 1905, Zammit demostró que cabras 

infectadas, aparentemente sanas, transmitían la brucelosis al consumir su leche sin 

pasteurizar (Zammit, 1905; Wyatt, 2005). La bacteria fue nombrada inicialmente 

Micrococcus melitensis, y más tarde se le cambió el nombre a Brucella melitensis 

en honor a David Bruce (Hernández, 2002; Vega-López et al., 2008). 

En México las primeras descripciones sobre brucelosis se realizaron en 1905 y 

1906, por los doctores Valenzuela y Carbajal. En 1921, el doctor Manuel Vergara 

describió casos de brucelosis en la ciudad de Puebla (Vega-López et al., 2008) y en 
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1923, se aisló e identificó por primera vez B. melitensis en 5 casos clínicos de 

humanos con síntomas sugerentes a brucelosis, con lo cual se constató de forma 

inequívoca la existencia de brucelosis en México (Hernández, 2002). 

 

3.2 Situación de la brucelosis  

 

A nivel mundial, la brucelosis es considerada una de las zoonosis más importantes, 

los mayores niveles de incidencia se sitúan en el Medio Oriente, la región 

mediterránea, África Subsahariana, China, India, Perú y México. Actualmente, el 

crecimiento más agudo en número de casos se registra en países de Asia Central 

y Suroriental (OIE). Mientras que los países que se encuentran libres del agente 

infeccioso en animales de producción son; Europa Occidental y del Norte, Canadá, 

Japón, Australia y Nueva Zelanda (OIE). 

El gobierno mexicano implementado desde 1995, la campaña para el control y 

erradicación de la brucelosis en los animales, sin embargo, la incidencia de la 

enfermedad aún perdura. Solo el estado de Sonora se encuentra libre de brucelosis 

causada por especies lisas y el 31% del territorio nacional está reconocido en fase 

de erradicación de brucelosis (reconocidos los estados de Baja California Sur, 

Campeche, Colima, Guerrero, Nayarit, Quintana Roo y Yucatán) (SENASICA) 

Figura 1.  

Figura 1. Situación actual del control de brucelosis en México.  
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3.3 Características del género Brucella  

 

La brucelosis es una zoonosis bacteriana causada por microrganismos 

intracelulares del género Brucella. Son cocobacilos, Gram negativos, aeróbicos 

estrictos, inmóviles, de crecimiento lento, con tamaño entre 0.5-0.7 µm x 0.5-1.5 µm 

(Hernández, 2002; Castro et al., 2005). El género comprende varias especies que 

se pueden dividen en función de su hospedero preferencial en:  B. abortus  que 

ocasiona brucelosis principalmente en bovinos, B. canis que infecta principalmente 

a  perros, B. melitensis que afecta principalmente caprinos y ovinos, B. suis que 

infecta principalmente cerdos, B. ovis que  solo  afecta a los ovinos, B. neotomae 

que se presenta en ratas de desierto, B. ceti y B. pinnipedialis que se asocia  con 

infección en mamíferos marinos,  B. microti  que infecta al ratón de campo, y B. 

inopinata relacionada con una infección de  implante mamario (Corbel, 1997; Jahans 

et al., 1997; Cloeckaert et al., 2001; Boschiroli et al., 2001; Osterman y Moriyon 

2006; Scholz et al., 2008; De-BK et al., 2008). 

Con el estudio de las secuencias genómicas se ha logrado observar en Brucella 

spp., la ausencia de genes que codifican para diversos factores de virulencia como 

cápsula, fimbrias, exotoxinas, citolisinas, así como variación antigénica (Moreno y 

Moriyón, 2002; Cluter et al., 2005). El genoma de la mayoría está constituido por 

dos cromosomas circulares y todas las especies carecen de plásmidos (Flores-

Castro, 2010). La membrana externa de la bacteria está compuesta por el 

lipopolisacárido (LPS), que se considera un importante factor de virulencia, presenta 

tres regiones con diferentes propiedades químicas y biológicas: el lípido A, el 

oligosacárido central y el polisacárido O (Raetz et al., 2002; Lapaque et al., 2005; 

Conde-Álvarez et al., 2013; Valvano et al., 2011).   

Las cepas del género Brucella se dividen en lisas y rugosas de acuerdo a su LPS; 

las cepas lisas expresan en el LPS la cadena O, mientras que las especies rugosas 

han reducido sustancialmente o carecen de la cadena O. Las cepas lisas, B. 

melitensis, B. abortus y B. suis son patógenas para los humanos. De las cepas 

rugosas B. canis y B. ovis, solo B. canis es patógena para los humanos, pero ambas 

son totalmente virulentas para sus hospederos naturales caninos y ovinos, 

respectivamente (Rajashekara et al., 2004).  
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3.4  Brucelosis en cabras  

 

El principal agente etiológico de la brucelosis en caprinos es B. melitensis. También 

es el principal agente responsable de la brucelosis humana, conocida como Fiebre 

de Malta (FAO, 2006). El ganado infectado presenta signos clínicos de gran 

importancia económica, en las hembras sexualmente maduras provoca reducción 

de la fertilidad, aborto, disminución en la producción de leche durante la vida útil del 

animal, en los machos coloniza el aparato reproductivo ocasionado orquitis y 

epididimitis, aunque también se han reportado caso de artritis (West et al., 1978; 

Alton, 1990; Robles et al., 2007; Blasco y Molina-Flores, 2011; McDermott et al., 

2013; Lebreet al., 2014). 

 

La principal vía de trasmisión de B. melitensis es la oral, por la ingesta de alimento 

o agua contaminados con secreciones vaginales o restos de abortos de animales 

infectados. Para las brucelas lisas, no se acepta que la vía venérea tenga 

importancia epidemiológica en la transmisión de la enfermedad, sin embargo, B. 

melitensis es excreta en leche y calostro, de tal modo que la mayoría de las 

infecciones latentes probablemente se contraen a través del consumo de estos 

productos (Samartino y Enright, 1993; Grillo et al., 1997; Blasco, 2010; OIE, 2010; 

Poester et al., 2013).  

 

La prueba de tarjeta con antígeno de B. abortus a una concentración del 3%, es la 

prueba clásica más utilizadas para el diagnóstico serológico de brucelosis en 

caprinos, dado que detecta la presencia de anticuerpos circulantes IgM de origen 

vacunal e IgG debidos a infecciones naturales. Esta prueba tiene una sensibilidad 

cercana al 100%, además es sencilla, económica y práctica. No obstante, existe el 

riesgo de dar resultados falsos positivos por reacciones cruzadas con géneros 

bacterianos como Salmonella, E. coli, Yersinia y Pseudomonas, por lo cual la NOM-

041-ZOO-1995 para el control y erradicación de brucelosis indica que se debe 

utilizar la prueba de fijación del complemento (FC) como prueba confirmatoria. Sin 

embargo, en caso de cabras vacunadas con Rev 1 a cualquier dosis, la campaña 

estable que no debe realizarse las pruebas de tarjeta y FC, hasta después de 8 
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meses post vacunación, ya que antes estas pruebas no son capaces de diferenciar 

entre anticuerpos vacunales y de infección. Por lo cual la utilización de técnicas 

como la inmunodifusión radial (IDR) con hapteno nativo, es una prueba que permite 

diferenciar tempranamente los animales vacunados de los infectados (Alton et al., 

1988; Díaz-Aparicio et al., 1994; Blasco, 2004). 

 

El control y erradicación en México de la brucelosis se apoya en la identificación de 

los animales infectados y en la eliminación de los mismos. Asimismo, la vacunación 

de los animales constituye un importante pilar para el control de la enfermedad 

(Nicoletti, 1993; Minas, 2006). 

 

3.5 Vacuna Rev 1 contra B. melitensis en pequeños rumiantes 

 

Es una vacuna viva que se derivó originalmente de B. melitensis, en 1957, por pase 

secuencial en medios que contenían estreptomicina hasta que se desarrollaron 

clones resistentes a la estreptomicina (Elberg y Faunce, 1957). El uso de esta 

vacuna desde esos años y hasta la actualidad es mundial, porque es eficaz para 

proteger contra la brucelosis al ganado ovino y caprino, debido a que induce una 

respuesta celular semejante a la causada por la infección natural.  

La cepa Rev 1 produce un alto nivel de inmunidad contra una infección natural o 

experimental (Alton, 1987). Sin embargo, presenta desventajas al vacunar cabras y 

ovejas gestantes a una dosis de 1 x 109 UFC/mL, presenta virulencia residual 

causando abortos y la excreción de la bacteria en fluidos vaginales y leche. Además 

de que ingresa a la sangre de las ovejas un día después de la inmunización y puede 

persistir en ella durante 60 días, de ahí se puede explicar su capacidad de 

transmisión entre los animales (Kojouri y Gholami, 2009). 

 

A nivel nacional para el control de brucelosis se utiliza la cepa Rev 1 a una dosis de 

1 o 2 x 109 UFC/mL en cabritas jóvenes, de 3 a 4 meses de edad y la dosis reducida 

1 x 105 UFC/mL en cabras adultas no gestantes mayores de cinco meses.  
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3.6 ¿Porque no se vacunan machos? 

 

La Norma oficial mexicana para el control de brucelosis (NOM-041-ZOO-1995) 

establece que no debe aplicarse en ningún caso la vacuna B. melitensis Rev 1 a 

caprinos machos, esto debido a la aseveración de que la cepa tiene un tropismo 

hacia los órganos reproductivos del macho por la presencia del eritritol, sin embargo, 

no existen trabajos que lo comprueben dicha aseveración, esto trae como 

consecuencia que los machos queden desprotegidos contra la enfermedad. West 

et al., 1978, menciona que la causa fundamental de no vacunar machos es que no 

son relevantes en la epidemiología de la enfermedad y la cepa vacunal puede 

inducir artritis e incapacitarlos (hasta 13% de animales vacunados). por lo tanto, la 

cepa vacunal no se utiliza y se realizan pocos estudios al respecto. 

 

3.7 Estudios de vacunación en machos 

 

La vacunación de carneros contra la infección por B. ovis se utilizó por primera vez 

en Nueva Zelanda en 1955. Sin embargo, este procedimiento disminuyó después 

de varios años, porque en muchos casos, la vacunación con cepa 19 de B. abortus 

ocasionaba secuelas adversas. Estos incluyeron una pequeña proporción de 

carneros con persistencia del organismo en el semen durante períodos prolongados 

(Buddle, 1962; Hughes y Claxton, 1968). Cojera posterior a la vacunación que afecta 

hasta el 75% y abscesos en el lugar de la inyección, aunque no está claro la dosis 

que se empleaba (Kater y Hartley, 1963; West et al., 1978).  

Existen otros trabajos en ovinos, realizados por el grupo de José María Blasco en 

España, donde señala inequívocamente que la Rev 1 puede aplicarse en carneros 

sin causar los trastornos referidos en los órganos reproductivos. En el estudio 

vacunaron con Rev 1 a 29 corderos de tres meses de edad a una dosis de 2 x 109 

UFC/mL y 14 corderos fueron revacunados con 5 x 108 UFC/mL a los 14 meses de 

edad, seis corderos permanecieron sin vacunar. Todos los carneros fueron 

desafiados vía conjuntival a los veintiún meses de edad empleando la cepa virulenta 

de B. ovis con dos gotas de 33 μL cada una, que contenían 5 x 108 UFC y se mataron 
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ocho semanas después. En el estudio histopatológico en el epidídimo, testículos y 

glándulas vesiculares se observaron lesiones más severas en el grupo testigo que 

en los grupos vacunados, pero nunca estuvo involucrado la cepa vacunal sino la 

cepa de desafío (Blasco et al., 1987).  

Otro estudio fue realizado por Muñoz et al., en el 2008, quienes evaluaron la 

respuesta inmunopatológica y la distribución de Rev 1 en corderos inmunizados de 

tres a cuatro meses de edad y mayores de un año, los animales se mataron a 

intervalos establecidos, en ambos grupos no se encontró colonización en órganos 

genitales y glándulas accesorias, restringiéndose la cepa B. melitensis Rev 1 

específicamente en los nódulos linfáticos, craneal, escrotal, Iliaco, pre-escapular y 

el bazo. 

 

3.8 Papel del eritritol en el tracto reproductivo de machos  

 

El eritritol es un alcohol polihídrico de cuatro carbonos que los rumiantes sintetizan 

en el tracto reproductor. Brucella es uno de los pocos géneros bacterianos capaces 

de utilizar eritritol como fuente de carbono, lo que constituye un rasgo distintivo de 

este microorganismo (Keppie et al., 1965; Corbell y Briimley, 1982). La presencia 

del eritritol en los testículos y en las vesículas seminales de toros, carneros, venados 

y machos cabríos, así como en la placenta de los ungulados, estimularía 

multiplicación de Brucella (Keppie et al., 1965; Alton y Forsyth, 1996). 

 

Los cuatro genes del catabolismo de eritritol están organizados en el operón ery 

dentro del fragmento cromosomal de B. abortus, tiene cuatro marcos de lectura 

abierta. El primer gen (eryA) codifica para eritritol cinasa. El segundo gen (eryB) es 

para eritritol fosfato deshidrogenasa. El tercer gen (eryC) codifica para una xilosa 

isomerasa y el cuarto gen (eryD) codifica para un regulador de la expresión del 

operón (Figura. 2) (Barbier et al., 2014). 
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El catabolismo del eritritol es iniciado por el operón ery, pero participa un segundo 

operón que se encuentra debajo del operón ery, es altamente conservado y que 

contiene tres ORF, incluidos tpiA2 y rpiB (Figura. 2) (Geddes et al., 2013). 

.   

Fig. 2. Catabolismo del eritritol por Brucella spp. (1) El eritritol se fosforila por la eritritol quinasa (eryA) 

para producir L-eritritol-4-P que luego se oxida por la eryB deshidrogenasa a L-3-tetrulosa-4-P, ahora 

este intermedio se convierte en D-eritrosa-4-P a través de tres reacciones de isomerización 

catalizadas por eryC, tpiA2 y rpiB. Los genes están organizados en dos operones que comprenden 

también dos reguladores (eryD y deoR). D-eritrosa-4-P es procesada adicionalmente por enzimas 

de la ruta de la pentosa fosfato para generar fructosa-6-P y gliceraldehído-3-P, dos intermedios de 

la glucólisis/gluconeogénesis (Barbier et al., 2014). 

 

El uso de la ruta para metabolizar el eritritol, no se limita a Brucella, ni a su estilo de 

vida patógeno intracelular, sino que es compartido por otros miembros como 

Ochrobactrum anthropi que es una bacteria ambiental, Rhizobium leguminosarum y 

Sinorhizobium meliloti, ambos simbiontes de plantas (Sangari y Aguero, 1991). 

 

3.9 Características de la cepa experimental B. melitensis Rev 1 ΔeryCD 

  

La cepa B. melitensis Rev 1 ΔeryCD se construyó cumpliendo las mismas 

características que la cepa vacunal B. abortus S19, tiene una deleción de 702 pb en 

los genes eryC y eryD para inhibir el catabolismo del eritritol. Esta vacuna fue 

elaborada por el Dr. Félix Sangari de la Universidad de Cantabria, España en el 

2014. Al poseer la cepa Rev 1 el operón ery completo, puede metabolizar el azúcar 

eritritol y esto podría favorecer su capacidad para colonizar los órganos sexuales, 

por lo cual a utilizar una vacuna con la deleción en el operón ery, se pueden 

disminuir los efectos que ocasionaría la vacunación de cabritos con la cepa Rev 1. 
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4 Justificación 

 

La vacunación es un método de prevención que se utiliza en diversas enfermedades 

de manera exitosa. En el ganado caprino para el control de la brucelosis se emplea 

a nivel mundial la cepa viva atenuada Rev 1, ya que ha demostrado que confiere un 

alto nivel de inmunidad, sin embargo, en los machos cabríos no se utiliza dicha 

vacuna debido a la aseveración que tiene tropismo hacia los órganos sexuales del 

macho, donde la presencia del azúcar eritritol favorece su colonización y 

proliferación, sin que se existan caso que lo demuestren. Esto ha ocasionado que 

los machos no se vacunen y queden desprotegidos contra la enfermedad. Es por 

ello que la utilización de una cepa experimental, como es el caso B. melitensis Rev1 

ΔeryCD, que a diferencia de Rev1, carece de los genes que le permiten metabolizar 

el eritritol, por lo cual no colonizaría los órganos reproductivos, podría ser una 

alternativa para proteger a los machos y reducir las pérdidas económicas 

ocasionadas por eliminación de animales positivos. 
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5 Hipótesis 

 

Si existe la presencia del eritritol en los órganos sexuales del macho cabrío, 

entonces en los cabritos vacunados con la cepa experimental de B. melitensis Rev 

1 ΔeryCD no se inducirá la colonización y la presencia de lesiones en los órganos 

sexuales, a diferencia de los inmunizados con la cepa parental Rev 1.  
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6 Objetivo general 

 

Demostrar que la presencia del eritritol en los órganos sexuales del macho cabrío, 

no induce la presencia de lesiones en el aparato reproductor de cabritos vacunados 

con la cepa B. melitensis Rev 1 ΔeryCD. 

 

6.1 Objetivos específicos 

 

• Determinar por medio de la técnica de cromatografía liquida de alta 

resolución (HPLC) la concentración de eritritol, en órganos sexuales y en las 

glándulas accesorias de cabritos de seis a 12 meses de edad. 

 

• Establecer la relación entre la presencia de eritritol, la colonización y las 

lesiones causadas por las cepas de B. melitensis Rev 1 ΔeryCD y Rev 1 

parental, en órganos sexuales y en las glándulas accesorias de cabritos. 
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7 Material y Métodos 

7.1 Animales  

 

Se adquirieron cuarenta y ocho cabritos de cuatro a cinco meses de edad 

procedentes de rebaños libres de brucelosis, a estos animales se les realizó la 

prueba de tarjeta al 3% para corroborar su estatus seronegativo, y posteriormente 

se alojaron en instalaciones del Centro Nacional de Investigación Disciplinaria en 

Salud Animal e Inocuidad que pertenece al Instituto Nacional de Investigaciones 

Forestales Agrícolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en el Km 15.5, de la Carretera 

federal México-Toluca  en la Ciudad de México, que cuenta con las instalaciones 

adecuadas para el manejo de pequeños rumiantes. 

 

7.2 Vacunación  

 

Con estos animales se formaron tres grupos de 15 cabritos cada uno. Dos de los 

grupos se vacunaron cuando los animales tenían aproximadamente seis meses de 

edad, el primer grupo con la cepa experimental ΔeryCD, el segundo grupo con Rev 

1 y el tercer grupo se inyectó con solución salina fisiológica estéril (SSF) como grupo 

control. En los tres casos las aplicaciones fueron por vía subcutánea a la altura del 

pliegue del codo, ambas cepas se administraron a una dosis de 2 x 109 UFC/mL.  

 

7.3 Colección de muestras 

 

El día cero previo a la vacunación, a 3 cabritos que no fueron incluidos en los grupos 

experimentales, se les aplico la eutanasia con la finalidad de conocer el estatus de 

salud y realizar pruebas previas a la evaluación de los grupos. La eutanasia fue 

mediante la insensibilización instantánea con un disparo con pistola de perno 

cautivo calibre 0.22 (Cash Special) y exanguinación por corte de las venas 

yugulares dentro de los 30 primeros segundos de acuerdo a la NOM-033-SAG/ZOO-

2014, se colectaron los ganglios linfáticos inguinales, mesentéricos, mediastínicos, 

bazo, los testículos, los epidídimos, las vesículas seminales, las glándulas 

bulbouretrales y el ámpula para estudios de bacteriología, histopatología, 
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inmunohistoquímica, reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y cromatografía 

liquida de alta resolución (HPLC). Posteriormente cada mes durante cinco meses 

se sometieron a eutanasia tres cabritos de cada grupo repitiendo el proceso antes 

mencionado. 

 

7.4 Estudios Serológicos  

 

A todos los animales se le tomaron muestras de sangre de la vena yugular el día 

cero (antes de la vacunación) y antes de practicarles la eutanasia. Mediante agujas 

vacutainer desechables (21 mm) y tubos sin anticoagulante, cada muestra se rotuló 

con la identificación del animal, se centrifugaron a 3,500 rpm x 5 min, se separó el 

suero en tubos de 1.5 ml estériles y se congelaron a -20C° para su uso posterior. 

El suero se utilizó para el diagnóstico de B. melitensis mediante la prueba de tarjeta 

al 3%. A las muestras positivas se les realizó la prueba complementaria de 

inmunodifusión radial (IDR) empleando hapteno nativo (HN), que permitiera 

diferenciar si un animal es positivo debido a la vacunación o por una infección de 

campo. 

 

7.5 Bacteriología  

 

Las muestras de nódulos linfáticos, mesentéricos, mediastínicos, bazo, testículos, 

epidídimos, vesículas seminales, glándulas bulbouretrales y el ámpula, se 

identificaron con el número de animal y se trabajaron en el laboratorio de 

enfermedades bacterianas de los pequeños rumiantes del INIFAP, donde a cada 

órgano se le agregó 2 mL de solución salina estéril y se maceró de manera 

independiente. Con ayuda de hisopos estériles se tomó muestra del macerado y se 

sembraron de manera masiva en placas de agar Farrell. Se incubaron por 10 días 

a 37°C, cada tercer día se revisaron para ver si existía crecimiento de algún 

microorganismo, de ser así se realizaba tinción de Gram. En los cultivos que 

presentaban características a Brucella spp., se resembraba en placas de agar 

Brucella para tener un cultivo puro para PCR y guardar la cepa a -20℃. 
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7.6 Extracción de ADN y PCR 

 

La extracción de ADN se realizó a partir de las muestras colectadas de testículos y 

epidídimos de las distintas eutanasias. De igual forma se analizaron todos los 

órganos obtenidos en la tercera eutanasia (91 días post vacunación). Los tejidos 

utilizados se descongelaron y maceraron de manera independiente, se tomaron 250 

μL del macerado y se realizó la extracción con el juego de reactivos comercial 

QIAamp DNA Mini Kit, acorde al procedimiento del fabricante. Se utilizó entre 100 

ng del ADN extraído como templete para realizar la PCR. 

Para la PCR se preparó un volumen de 50 μL, que contenía amortiguador para PCR 

1X, 1 mM de magnesio, 200 µM de cada nucleótido trifosfatado, 1 µM de cada uno 

de los oligonucleótido y dos unidades de Taq polimerasa.  

Las condiciones de la reacción de la PCR fueron: desnaturalización inicial a 94℃ 

por 5 min, 30 ciclos a 94℃ por 1 min, 59℃ por 30s, 72℃ por 1:30 min y una extensión 

final de 72℃ por 5 min.  

 
Cuadro 1.- Secuencia de los oligonucleótidos utilizados para detección de B. 

melitensis mediante PCR. 

 

Oligonucleótido  Secuencia  Genes  

Ery 1 5`TTGGCGGCAAGTCCGTCGGT´3   eryC-eryD 

 Ery 2  5´CCCAGAAGCGAGACGAAACG´3 

 

Se preparó un gel de agarosa al 2%, en el cual se depositó 5 μL del producto 

amplificado de la PCR y se corrió a 60V durante 1 h.  

El producto esperado para la cepa ΔeryCD fue de 361 pb, por la deleción de los 

genes C y D, y para Rev1 de 1063 pb (Sangari et al., 1994). 
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7.7 Análisis de Histopatología  

 

Las muestras de testículos, epidídimos, vesículas seminales, glándulas 

bulbouretrales y  ámpula, al momento de ser colectadas se fijaron en formalina al 

10%, y se llevaron a el laboratorio de histología y biología de la UNAM-FES 

Cuautitlán campo 4, donde se deshidrataron en concentraciones crecientes de 

alcohol, para después ser incluidas en parafina, se seccionaron a un tamaño 

aproximado de 4 µm, para ser montadas en portaobjetos, rehidratadas y teñidas  

con hematoxilina y eosina (HE), y se observaron en el microscopio óptico. 

 

7.8 Inmunohistoquímica  

 

En la técnica se utilizaron los testículos y epidídimos obtenidos a lo largo del estudio 

en los diferentes grupos. Los bloques se seccionaron a 4 µm, se montaron al 

portaobjetos y fijaron con albúmina de Mayer, al día siguiente se desparafinaron con 

xileno y fueron rehidratados a través de una serie de lavados con alcohol en 

concentraciones decrecientes. La recuperación de antígeno se realizó calentado la 

solución tampón de citrato de sodio 10 mM (pH 6) en microondas durante 1 min, 

posteriormente se introdujeron los portaobjetos y se dejaron incubando durante 

nueve minutos en esta solución, se lavaron con solución tampón de fosfato salino, 

después se utilizó el peróxido de hidrogeno al 3% durante 5 min para inactivar la 

peroxidasa endógena y se bloqueó con leche descremada al 5% durante 15 min a 

temperatura ambiente. A los portaobjetos se les agregó  el anticuerpo primario 

policlonal de conejo contra B. melitensis a una dilución de 1:10 (Sigma-Aldrich),  y 

se incubaron durante toda la noche a 4°C, al día siguiente se utilizó el anticuerpo 

secundario IgG anti-conejo de cabra conjugado con peroxidasa  a una dilución de  

1:100 (Sigma-Aldrich), y se dejó incubar durante 2 h a 37°C, se realizó el revelado  

con diaminobencidina al 0.5% durante 10 min y se contrastó con hematoxilina de 

Harris durante 1 min, los portaobjetos se deshidrataron, se aclararon y se montaron 

para su lectura en microscopio óptico. 
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Como testigo positivo, se infectó una rata Wistar por vía intra-peritoneal con 1 ml de 

una cepa de referencia de B. melitensis 16M a una concentración de 2 x 106 

UFC/mL, a los 16 días post-infección se le practicó la eutanasia por dislocación 

cervical, se obtuvo el bazo y se fijó en formalina al 10%, posteriormente se incluyó 

en parafina para su procesamiento. 

7.9 Cromatografía Liquida de Alta Resolución (HPLC) 

 

La medición de eritritol se realizó mediante la técnica de HPLC. Los reactivos 

utilizados fueron: meso-eritritol como estándar interno y cloruro de 4-nitrobenzoilo 

(PNBC, por sus siglas en inglés) como derivatizante, ambos adquiridos de la 

empresa Sigma-Aldrich.  

Preparación de estándares  

 

Se trabajó con muestras estándares para el desarrollo y optimización del método. 

Para la preparación del estándar de eritritol, se utilizó un volumen de entre 20 y 150 

μL del eritritol a una concentración de 40 ppm y se mezcló con 150 μL de PNBC a 

20,000 ppm. Mientras que el estándar de PNBC puro se preparó solo con 150 μL 

de PNBC a 20, 000 ppm. 

 

Al final todas las mezclas se incubaron durante 10 min a 50°C, se aforó hasta 1 mL 

con agua desionizada y se analizó con el sistema HPLC. 

 

Efecto del pH en la reacción de derivatización   

 

En el estudio se evaluó el efecto que tenía el pH en la estabilidad del derivado, para 

ello se realizaron experimentos por separado con las muestras estándares en donde 

se les agrego un buffer de carbonato a pH = 11 o un buffer borato con pH = 8.0. Se 

incubaron durante 10 min a 50°C, se aforó hasta 1 mL con agua desionizada y se 

analizó con el sistema HPLC. 
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 Curva de calibración  

Se preparó una curva de calibración agregando diferentes alícuotas de estándar de 

eritritol seguidos de 150 μL de PNBC a 20,000 ppm y 200 μL de una disolución 

buffer de carbonatos 0.1 M. Cada disolución se incubó por 10 min a 50 °C y se aforó 

a 1 mL con agua desionizada. La linealidad se evaluó en el intervalo de 

concentraciones de 1, 2, 3, 4, 5, y 6 mg/L. Se evaluó la repetibilidad preparando e 

inyectando por triplicado cada punto de la curva, se calculó el porcentaje del 

coeficiente de variación (CV %) en cada punto. 

Técnica de extracción en tejido con disolventes 

 

Para el desarrollo del método se utilizaron muestras de testículo de ganado ovino 

procedente de mercados locales. El tejido se cortó en trozos de aproximadamente 

2 x 2 cm, se liofilizó en el laboratorio de virología y enfermedades respiratorias de 

cerdos de la FES Cuautitlán-UNAM. Posteriormente las muestras se trabajaron en 

el laboratorio de química analítica de la FESC Cuautitlán-UNAM. 

 

Para extraer el eritritol del músculo, los tejidos liofilizados se maceraron utilizando 

un mortero de ágata, posteriormente se pesó 100 mg del macerado y se le agregó 

1.5 mL de ACN, se agitó con vórtex durante 2 min, para después, centrifugar a 3,500 

rpm durante 15 min para precipitar contaminantes del tejido, por último, el 

sobrenadante se recuperó en viales y se evaporó a sequedad con un flujo de 

nitrógeno a temperatura ambiente. 

 

Derivatización  

 

Los residuos de la extracción se resuspendieron en 150 μL de PNBC a una 

concentración de 20,000 mg/L y se incubó durante 10 min a 50°C. Finalmente, la 

mezcla se aforó hasta 1 mL con agua desionizada y se analizó con el sistema HPLC. 
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Efecto matriz 

 

Se evaluó el efecto matriz del músculo, con la finalidad de conocer la concentración 

real del analito dentro del tejido. Para ello, durante el estudio se realizaron varias 

mediciones de las siguientes muestras: A) Estándar, B) músculo fortificado antes de 

realizar la extracción, C) músculo fortificado después de realizar la extracción, D) 

blanco y E) PNBC puro. Cada estándar y muestra fortificada utilizada tenía una 

concentración de 8 mg/L de eritritol. Las muestras fueron derivatizadas y analizadas 

con el sistema HPLC.  

 

Posteriormente, se hizo el cálculo del recobro de eritritol en cada una de las 

muestras y se determinó si existe diferencias entre la respuesta en la muestra 

fortificada antes y después de la extracción y se compararon con la disolución 

estándar. 

 

Condiciones cromatográficas 

Las separaciones fueron realizadas en un cromatógrafo Waters compuesto por una 

bomba binaria 1625, un detector UV/VIS modelo 2487 y un automuestreador 717 

plus. Se utilizó una columna ZORBAX XB-Phenyl de 150 mm de largo, 4.6 mm de 

ancho y diámetro de partícula de 3.5 μm. La fase móvil estuvo compuesta por el 

gradiente descrito en el Cuadro 2. La longitud de onda fue 260 nm. 

Cuadro 2. Gradiente de elución utilizado como fase móvil para la separación del 

eritritol mediante HPLC. 

 

Tiempo 
(min) 

% MeOH % 
Agua 

Flujo 
(mL/min) 

0 65 35 1.2 

6 85 15 1.2 

8 65 35 1.2 

12 65 35 1.2 
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8 Resultados 

 

8.1 Respuesta Serológica   

 

La respuesta serológica antes y después de la vacunación, se determinó mediante 

la prueba de tarjeta al 3% (Cuadro 3). En este estudio todos los animales resultaron 

seronegativos antes de aplicar la vacuna (día 0), y 35 días posteriores a la 

vacunación (primer análisis) dos de tres animales eutanasiados del grupo Rev 1 y 

los tres del grupo ΔeryCD presentaron anticuerpos vacunales. Por otro lado, en el 

seguimiento de la respuesta humoral, el grupo testigo se mantuvo negativo durante 

todo el estudio, en cambio el grupo experimental ΔeryCD presentó el mayor número 

de animales seropositivos en cada evaluación, además de una mayor duración de 

anticuerpos detectándose 126 post-vacunación en dos de tres animales, mientras 

que en el grupo Rev 1 la respuesta serológica persistió hasta los 91 días en un 

animal (Cuadro 3). Cabe aclarar que todos los animales positivos a la prueba de 

tarjeta resultaron negativos a la prueba de IDR, lo que indica que los anticuerpos 

detectados eran ocasionados por la vacunación y no por una infección de campo. 

 

Cuadro 3.  Resultados de la prueba de tarjeta al 3% al momento de la 

eutanasia 

 

 Días post-vacunación 

Grupos 0 35 63 91 126 183 

Testigo - 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 

Rev 1 - 2/3 1/3 1/3 0/3 0/3 

ΔeryCD - 3/3 2/3 2/3 2/3 0/3 

 

 

 

 



25 
 

8.2 Aislamientos bacteriológicos en aparto reproductivo 

 

Los aislamientos de B. melitensis en los diferentes órganos colectados se muestran 

en el Cuadro 4. En el grupo testigo y ΔeryCD no hubo ningún aislamiento de B. 

melitensis en los distintos órganos analizados a lo largo del estudio. Por el contrario, 

en el grupo Rev 1 la cepa vacunal B. melitensis Rev 1 se aisló a partir de una 

muestra de testículo izquierdo 91 días posteriores a la vacunación. Fue el único 

caso, pero para descartar que el medio de cultivo utilizado agar Farrell, hubiera 

inhibido el crecimiento de B. melitensis se volvieron a inocular todas las muestras 

del día 91 post-vacunación en agar Brucella, con los mismos resultados. 

 

Cuadro 4.- Numero de Aislamientos de Brucella melitensis en los órganos 

colectados de machos cabríos de los dos grupos vacunados y del grupo 

testigo sin inmunizar. 

 

Órganos Testigo ΔeryCD Rev 1 

Bazo 0 0 0 

NL Inguinal 0 0 0 

NL Mediastínicos 0 0 0 

NL Mesentéricos 0 0 0 

Testículo Derecho 0 0 0 

Testículo Izquierdo  0 0 1 

Epidídimo Derecho 0 0 0 

Epidídimo Izquierdo 0 0 0 

Glándula Bulbo Uretral 0 0 0 

Vesícula seminal 0 0 0 

Ámpula 0 0 0 

Total  0 0 1 

 

 

 

  



26 
 

8.3 PCR 

 

En el estudio de la PCR, todos los órganos analizados dieron resultado negativo a 

la prueba, no se detectó ADN de B. melitensis incluso en el tejido que resultó positivo 

a bacteriología (Figura 3. Carril: 3), sin embargo, para confirmar que la cepa aislada 

era B. melitensis, se realizó la PCR directamente del aislamiento dando como 

resultado “positiva” a B. melitensis Rev 1 con 1063 pb igual que el testigo positivo 

(Figura 4). 

 

 

      

 

 

 

 

 

Figura 3. PCR de Testículo y Epidídimos; Carril 1: Marcador de pares de bases; carril 2: Testigo 

positivo cultivo de Rev 1 B. melitensis (1063 pb); Carriles (3,4,5,6): Testículo izquierdo, Testículo 

derecho, Epidídimo izquierdo y Epidídimo derecho de macho vacunado con Rev 1; Carriles (7, 8, 9, 

10): Testículo izquierdo, Testículo derecho, Epidídimo izquierdo y Epidídimo derecho de macho 

vacunado con ΔeryCD; Carril (11): Testigo Negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. PCR de tejidos y cultivo; carril (1): Marcador de pares de bases; Carril 2: Testigo positivo 

B. melitensis (1063 pb); carril (8): Cultivo de B. melitensis del aislamiento obtenido del macho cabrío; 

Carriles (3, 4, 6, 5, 7, 9,10,11): muestras de testículos y epidídimos de los diferentes grupos; Carril 

(12): Testigo Negativo. 
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8.4 Resultados Histopatología e Inmunohistoquímica  

 

El examen histopatológico de los testículos y glándulas accesorias demostró que la 

vacunación no generó cambios en aparato reproductivo. Las muestras analizadas 

histológicamente fueron normales en todos los casos incluso en el animal del cual 

se realizó el aislamiento de B. melitensis. Por lo tanto, no hubo diferencias entre los 

cabritos vacunados y los no vacunados (Figura 5). Con respecto a la 

inmunohistoquímica los resultados concuerdan con el estudio histopatológico, pues 

no se detectaron antígenos  de B. melitensis en las muestras de testículos y 

epidídimos analizadas (Figura 6), incluyendo  la muestra que había sido positiva por  

bacteriología, aun cuando se utilizó una dilución de anticuerpos muy baja 1:10 

anticuerpo primario y 1:100 el secundario, por el contrario en el testigo positivo se 

observaron grandes áreas focales color marrón de acuerdo a lo esperado, por la 

oxidación de la diaminobencidina. 

        

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

A C B 

Figura 5. Histología de Testículos colectados 91 días posteriores a la vacunación. (A) Grupo 

Testigo: (B) Grupo Rev 1: (C) Grupo ΔeryCD. HE, 20x. En donde se aprecian los túbulos 

seminíferos de los testículos. En el intersticio se pueden apreciar algunas células de Leydig (CL). 

En el epitelio seminífero están presenta células germinales; espermatogonias (Eg), 

espermatocitos primarios (Ep) y espermatocitos secundarios (Es), el lumen no se observan 

espermatozoides ( ). Los tejidos no presentan cambios ocasionados por la vacunación.  
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A 

Figura 6. Figura 6. Detección de B. melitensis mediante Inmunohistoquímica en muestras de 

testículos y epidídimos. Grupo testigo; (A) Testículo y (B) Epidídimo: Grupo Rev 1; (C) Testículo y (D) 

Epidídimo: Grupo ΔeryCD; (E) Testículo y (F) Epidídimo; las muestras no presentan marcación por los 

anticuerpos específicos para detectar B. melitensis. IHC, x40. Control positivo; (G) y (H) bazo de rata 

infectado con cepa de B. melitensis 16M. Presenta áreas multifocales color marrón por la detección de 

anticuepos de B. melitensis en las células del bazo. IHC, x20 y x40 respectivamente.  
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8.5 Concentración de eritritol  

 

La medición muestras estándares, mostró dos señales muy bien separadas en el 

cromatograma (Figura 7), en donde el primer pico pertenece al PNBC (línea verde), 

mientras que el segundo pico corresponde al derivado de interés (Línea negra). 

Cabe aclarar que el pico del eritritol es pequeño debido a que representa la 

concentración más baja que se midió.  

 

 

Figura 7.  Cromatograma del estándar de eritritol y PNBC medidos mediante HPLC. Línea negra = 

estándar eritritol, línea verde = PNBC. 

 

Efecto del pH en la repetibilidad de la técnica de muestras estándares 

 

La evaluación del pH mostró que los buffers mejoraban la estabilidad de la molécula, 

así como la repetibilidad del método. De esta manera se logró determinar que el 

buffer de carbonato de sodio disminuía variabilidad del derivado en las distintas 

mediciones realizadas, por lo contrario, si no se utilizaba ningún buffer aumentaba 

la variación. Además, se pudo determinar que al utilizar buffer de carbonato había 

una mayor recuperación del derivado y las menores recuperación se obtenían 

cuando se utilizaba el buffer de boratos (Figura 8). 
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Figura 8. Área promedio obtenidas de muestras estándares utilizando modificaciones del pH.  

 

Curva de calibración  

 

La curva de calibración realizada con muestras estándares mostró efecto lineal 

conforme aumentaban las concentraciones de eritritol (Figura 9). Por lo tanto, se 

pudo determinar que las mediciones tenían un alto grado de exactitud, era 

reproducible, de esta manera se buscó la medición del analito en tejido con el 

método desarrollado. 

 

Figura 9. Curva de calibración construida en el intervalo entre 1 y 6 mg/L a partir de diluciones 

estándares de eritritol. 

 

 

0

2000000

4000000

6000000

8000000

10000000

1 2 3 4 5 6

Á
re

a 
p

ro
m

ed
io

 

mg/L 

0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

6000000

7000000

8000000

Sin ajuste pH Buffer boratos Carbonato de sodio

Á
re

a 
p

ro
m

e
d

io

Sin ajustar pH Carbonato de sodio Boratos 



31 
 

Efecto matriz 

 

Debido a que la concentración de eritritol presentaba variación constante cuando se 

realizaba la medición en tejido, se evaluó el efecto que tenía la matriz de los órganos 

en dicha variación. El análisis mostró que cuando el eritritol utilizado para fortificar 

tejidos tenía poco contacto con la matriz, la cantidad recuperada era mayor que 

cuando el analito estaba en contacto con el tejido. Por lo tanto, las muestras 

fortificadas al final de la extracción (FF), que ya no tenían contacto con tejido, solo 

con el extracto, presentaban la mayor área, sin embargo, cuando se fortificaba el 

tejido desde el inicio de la extracción (FI) el área es más pequeña incluso que el 

estándar, debido a que el eritritol con el que se fortificó queda atrapado en el tejido 

y parte del eritritol propio del tejido no se logró extraer. Por lo que, al hacer el cálculo 

de la cantidad de eritritol retenida fue de aproximadamente el 58% comparando la 

muestra FI y FF. De esta manera el 58% se le podría sumar al blanco y conocer la 

cantidad real, sin embargo, el porcentaje retenido era muy alto y no siempre era 

constante, lo cual impidió realizar la medición del tejido. En promedio la cantidad 

recuperada fue de 4.2 mg de un total de 8 mg agregados. Por lo tanto, la cantidad 

de analito retenido es tan alto que impide un correcto calculo. 

 

 

                      Figura 10. Áreas promedio de estándares y tejidos fortificados.  
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9 Discusión 

  

La vacunación sigue siendo el procedimiento más exitoso para prevenir 

enfermedades infecciosas en animales y humanos (Oñate et al., 2003). En el mundo 

la vacuna Rev 1 se ha usado de manera eficaz para el control de la brucelosis en 

hembras ovinas y caprinas (Blasco, 1997). Sin embargo, la utilización de dicha cepa 

en los pequeños rumiantes machos está prohibida, debido a que muchos 

veterinarios están convencidos de que la vacunación induce lesiones testiculares e 

infertilidad (Muños et al., 2008). Además, de considerase que los machos no son 

importantes en la epidemiologia de la brucelosis (West et al., 1978), esto ha 

ocasionado que se generen pocos estudios al respecto. En machos caprinos nunca 

se había realizado alguna evaluación sobre la vacunación, lo cual crea una 

controversia sobre la inmunización en estos animales. 

 

En el presente estudio se realizó la primera vacunación en machos cabríos con la 

cepa experimental de B. melitensis Rev 1 ΔeryCD y la cepa parental de B. melitensis 

Rev 1. Los resultados encontrados fueron que ambas cepas provocaron una 

respuesta serológica post-vacunación muy similar, que fue de entre tres a cuatro 

meses. La cual difiere con relación a diversos estudios donde se ha visto que Rev 

1 estimula una respuesta humoral por más de un año en carneros, cabras y ovejas 

(Fensterbank et al., 1982a; Fensterbank et al., 1982b; Muños et al., 2008). De 

hecho, se le considera un problema porque interfiere con el diagnostico serológico 

bastante tiempo posterior a la vacunación (García-Carrillo, 1981). Sin embargo, la 

protección contra Brucella spp., requiere la generación de una respuesta inmune de 

tipo Th1 (Oliveira y Splitter, 1995; Golding et al., 2001). Por lo tanto, aunque la 

respuesta serológica fue de corta duración, habría que estudiar la respuesta celular, 

y sobre todo realizar un estudio de la protección conferida por las cepas estudiadas 

usando desafío experimental para conocer que tanto protegen. 

 

Con respeto a la colonización bacteriana, aunque se cree que la cepa vacunal Rev 

1 tienen tropismo hacia los órganos reproductivos, en el presente estudio las cepas 

B. melitensis Rev 1, parental y experimental no mostraron este rasgo, pues solo un 
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animal de quince vacunados presentó colonización de testículo en el grupo Rev 1, 

por el contrario, en el grupo ΔeryCD en ningún animal se aisló la cepa vacunal. 

Resultados similares fueron encontrados por Lantier y Festerbank, (1985) al aislar 

la cepa Rev 1 de epidídimo en tres de 97 carneros estudiados, mientras que Tolari 

y Salvi, (1980) aislaron Brucella spp., en un carnero que había sido inmunizado con 

Rev 1 y presentaba orquitis bilateral. Son los únicos casos positivos reportados, ya 

que en la mayoría de estudios se ha encontrado que no ocasiona colonización de 

aparato reproductor (García-Carrillo, 1981; Fensterbank et al., 1982b; Blasco et al., 

1987; Marín et al., 1990). Por lo tanto, el tropismo y colonización de las cepas 

vacunales hacia órganos reproductivos es relativamente bajo como se demostró 

con Rev 1 o incluso nulo en el caso de la cepa experimental ΔeryCD, por lo cual 

podrían ser opciones viables para proteger a los machos contra la enfermedad y 

evitar riesgos de que se infecten y tener que eliminarlos. 

En el estudio de PCR, la técnica no detectó ADN de B. melitensis en una muestra 

positiva a bacteriología, la técnica solo resultó positiva cuando se realizó 

directamente del aislamiento. Aunque, este no es el único caso donde la 

bacteriología es más sensible que la PCR. Büyükcangaz et al., (2011), en un estudio 

con órganos de fetos de rumiantes encontró una sensibilidad del 83% en la PCR 

para Brucella spp., comparada con la bacteriología.  Mientras que Álvarez et al., 

(2016), solo pudo detectar ADN de la cepa vacunal Rev 1 en dos de cuatro animales 

positivos a bacteriología a partir de muestras de pulmones y contenido de abomaso. 

Otros trabajos con resultados similares son los realizados por Chakravorty et al., 

(2005), quienes encontraron una sensibilidad de la PCR utilizando tejido pleural y 

ganglios linfáticos al 75% y 69.2%, respectivamente. Mientras que, en el estudio de 

Cheng et al., (2004) la sensibilidad de la PCR fue de 81.2% para diferentes tejidos. 

Se han propuesto muchas posibles razones para la baja sensibilidad, entre estos 

se encuentran presencia de inhibidores en los macerados de los órganos 

(Büyükcangaz et al., 2011), el bajo número de bacterias en la muestra (Erdenliğ et 

al., 2015), grandes cantidades de ADN genómico (Fakh et al., 2006). Aunque en el 

presente estudio se esperaba una mayor sensibilidad de la PCR, los resultados 

encontrados son similares a los estudios mencionados. Posiblemente por una baja 
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cantidad de bacterias, ya que el aislamiento además de tarda bastante en crecer y 

presentaba poca cantidad de colonias, aunado a los inhibidores que pueda contener 

que afecte la sensibilidad de la técnica.  

En cuanto a los resultados histopatológicos, las cepas vacunales B. melitensis Rev 

1 y ΔeryCD no causaron lesiones de aparato reproductivo. Resultados que 

concuerdan con lo observado por Blasco, (1997), en donde los animales vacunados 

con Rev 1 no presentaron lesiones y los que llegaron a presentarlas no se aisló Rev 

1 sino la cepa de desafío. En este caso de igual manera la cepa no fue aislada en 

la mayoría de animales por lo cual esto se relaciona directamente en la ausencia de 

lesiones, en el caso del cabrito positivo, cabe la posibilidad que la infección apenas 

se estuviera estableciendo por lo cual no hubo alteraciones.  

 

Respecto a la búsqueda de B. melitensis empleando la técnica de 

inmunohistoquímica, todas las muestras de testículo y epidídimos fueron negativas 

a esta prueba, incluso el testículo positivo a bacteriología, sin embargo,  los 

resultados negativos podrían deberse a una dilución excesiva de los anticuerpos 

(Lacave et al. 2012), que la zona en donde se alojó la bacteria no se incluyó en las 

secciones trabajadas de inmunohistoquímica (Sözmen et al., 2004) o que el número 

mínimo de unidades formadoras de colonias de Brucella spp., por gramo de tejido 

sea menor a  106 lo cual daría resultados negativos (Meador et al., 1986).  

 

Con relación a la medición de eritritol, existen pocas investigaciones donde se 

determine la concentración de polioles en muestras con matriz (Nojiri et al., 2000; 

Guadalupe y Pereira, 2016). La primera vez que se realizó fue por Keppie et al., 

(1965) en testículos y vesícula seminal de ovinos, caprinos, toros y jabalís, mediante 

cromatografía de papel. A raíz de ello en el presente trabajo se buscó hacer la 

primera medición en HPLC, la cual es una técnica altamente eficiente y que tiene 

una gran resolución para un amplio rango de compuestos orgánicos (Fifield, 2000). 

Los resultados encontrados fueron que, al medir el analito, más del 58% quedaba 

retenido en la muestra, sin embargo, no se podía hacer un estimado de la 

concentración por que el porcentaje retenido era alto y no siempre era constante. 
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Lo cual es ocasionado por el efecto matriz que tiende a reducir o incrementar la 

intensidad de iones de los analitos y afecta directamente la reproducibilidad (Clarke 

et al., 1996). Además, la variabilidad se aumentó por que el eritritol es una molécula 

con efecto desestabilizador debido a su tamaño (Athés y Combes, 1998). Sin dejar 

de lado que su medición también es un desafío porque este compuesto carece de 

grupos cromóforos por lo que no se puede detectar en UV, por lo tanto, es necesario 

una reacción de derivatización (Nojiri et al., 2000) o detecciones indirectas de UV 

(Pospísilová et al., 1998; Paroni et al., 2006; Pospísilová et al., 2007). Por lo cual, 

en el presente estudio solo se realizó parte del desarrollo y estandarización de la 

técnica, ya que la medición en muestras con matriz es muy compleja y es necesario 

de mayor tiempo para lograr cambios en el método, que permitan una medición más 

exacta. 

 

 

10 Conclusiones 

 

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la aplicación de la cepa 

ΔeryCD por vía subcutánea a una dosis de 2 x 109 ufc, no ocasiona colonización, 

del aparato reproductivo del macho cabrío. 

 

Se demostró que las cepas de B. melitensis Rev 1, parental y experimental, no 

causan lesiones en órganos reproductivos y que podrían ser utilizadas para prevenir 

la infección por B. melitensis de machos cabríos.    

 

Las concentraciones de eritritol en testículos y glándulas accesorias son 

desconocidas, pero se pudo comprobar que ambas cepas no tienen como tal un 

tropismo hacías dichos órganos.  
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