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INTRODUCCION

Presentacion del problema.

La brucelosis es una enfermedad que durante muchos afos ha sido wun
problema de salud animal en.nuestro pafs, involucrando al hombre
debido a que es una zoonosis. Esta es una enfermedad infecto
contagiosa de curso crénico cuyo agente causal es Brucella spp. (11,
38). En el humano, la brucelosis aguda causa dolores de cabeza,
sudoracién, cansancio, fiebres, dolores de espalda, brazos y piernas,
pérdida de peso y de apetito. Cuando 1a enfermedad persiste se le
11ama crénica, causando dolores articulares, encefalitis, meningitis
y disturbios oculares entre otros ademds de los sintomas de la
enfermedad aguda (26, 31).

En los animales, las manifestaciones clinicas mds frecuentes son
aborto, aumento de vollmen de los nodos 1infaticos y en algunos
casos fiebre, problemas nerviosos, mastitis e infertilidad en machos;
manifestaciones que van felacionadas con la afinidad del
microorganismo por bazo, higado, Gtero grdvido, placenta y tejidos
fetales, asi como epididimo y vesficulas seminales (54, 61).

El  microorganismo al entrar al huésped es transportado por
polimorfonucleares alojandose primeramente en los nodos linfaticos y
en lugar de ser destruido, éste se mantiene por tiempo indefinido
destruyendb en muchos casos la célula huésped al reproducirse,
presentdndose la bacteremia. Posteriormente el microorganismo se va a
alojar a diferentes o6rganos del huésped a pesar de la accibn de las
células de defensa, logrando de esta manera establecerse
indefinidamente y produciendo las recaidas del individuo (29, 56).

Son varios los reservorios para las diferentes especies de brucelas,
siendo los més frecuentes: Bovinos para Brucella abortus \(QL
abortus), cabras y ovejas para Brucella melitensis (B. melitensis),
cerdo, liebre y reno para Brucella suis (B. suis), rata del desierto
para Brucella neotomae (B. neotomae), oveja para Brucella ovis (B.
ovis) y el perro para Brucella canis (B. canis) (6).

Las especies animales que mads frecuentemente se consideran como
infectantes del humano son la cabra, la oveja, la vaca, el bifalo de
la India, el cerdo y el perro, asf como otras especies nativas en
diferentes partes del mundo (31).




Las principales vias de infeccién del humano son la ingestién,
contacto, inhalacién o inoculacién accidental por medio de 1los
" productos alimenticios no tratados, preparados con leche cruda de
animales infectados, legumbres crudas contaminadas, visceras de
canales infectadas y agua contaminada. También por contacto con
materias infectadas, tales como secresiones vaginales, placentas,
restos de abortos, orina y estiércol resultando frecuente en
veterinarios, agricultores, personal de mataderos y fébricas de
embutidos, pastores y personal de iaboratorio (31).

En México, en el periodo 1980-1984 1a morbilidad de la brucelosis en
humanos por grupo de edad se determindé primeramente para el grupo de
45 a 64 arios, con una tasa promedio de 5 casos por 100,000 habitantes,
1o siguid el grupo de 15 a 44 afos con una tasa promedio de 4.9 casos
por 100,000 habitantes y en orden decreciente los grupos de 5 a 14,
mas de 64, 1 a 4 y menores de un afio (13).

Sin embargo para el periodo 1982-1988 el grupo de edad con la tasa
promedio més alta fue el de 15 a 44 aflos con 7.8 casos por cada
100,000 habitantes, siguiéndole los grupos de 45 a 64 afios con 7.6
casos, més de 64 afos con 5.2 casos, 5 a 14 afios con 4.8 casos, 1 a 4
afios con 2.4 casos y menores de un afio con 1.4 casos (14).

Para el afic de 1989, segin datos de la Direccién General de
Epidemiologfa, se notificaron 3385 casos de brucelosis humana,
correspondiendo a 1los siguientes Estados de 1a Replblica el mayor
nimero de notificaciones: 866 en Guanajuato, 515 en Sonora, 419 en
Coahuila, 314 en Michoacén y 159 en Nayarit (14).

Ahora bien, al estudiar las pérdidas causadas por esta enfermedad,
Calcedo (9) y Campaire y Gracia (10) consideran:

a) Pérdidas directas aparentes.- Entre éstas se incluyen las crias
perdidas por abortos o muerte de neonatos, las pérdidas por problemas
reproductivos (infertilidad), por reemnlazo, por disminucién de 1la
produccién como leche, carne, etc., gastos de asistencia médico
veterinaria y mortalidad.



b} -Pérdidas directas no aparentes.- Aqui incluyen 1la depreciacién
de animales enfermos, retrasos de crecimiento, pérdida de peso,
recuperacién del peso perdido, pérdida del mercado interno y
pérdida de 1ineas genéticas.

c) Pérdidas indirectas o consecutivas.- Entre estas consideran la
afectaci6n de la salud humana incluyendo el ausentismo, gastos de
enfermedad, disminucién de la capacidad, indemnizaciones y
mortalidad, asi como las pérdidas que repercuten a la industria y el
mercado nacional e internacional.
Durante 1989 se estimd que en México, las pérdidas causadas por la
brucelosis en ganado bovino lechero unicamente, fueron por la cantidad
de 50,983 millones de pesos, 10 cual denota la gran importancia de
esta enfermedad en el pafs (59).
La Campafia Nacional contra 1a Brucelosis se instituyé6 en nuestro
pafs el 8 de agosto de'1970, dia en que se publicé en el Diario
0ficial; dividiéndose en diferentes etapas para su realizacién:
1) Diagnéstico de situacién mediante la determinaci6n de
prevalencia de la brucelosis. Difusidn y extensién de la campafia.
2} Programas locales de control y/o erradicacién con tres planes
opcionales:

a) Diagn6stico de todo el hato, marcade de los animales reactores,
sacrificio de los mismos y certificacion de hatos libres.

b) Diagnéstico de hatos, separacién de animales positivos y
vacunacién de hembras jovenes.

c) Vacunacién de las hembras de tres a seis meses de edad con cepa
19 de B. abortus para bovinos y cepa Rev. 1 de B. melitensis para
caprinos.
3) Vacunacidn masiva obligatoria de las hembras de tres a seis meses
de edad, dividiendo el pafs en tres regiones, con diferentes fechas
de inicio y terminacién.
4) Erradicaci6n. Una vez cubiertos 1los dos periodos de vacunacién
obligatoria en ganado bovino y caprino, serfa necesario evaluar las
tasas de infeccién prevalentes de la enfermedad en las diferentes



regiones. Si los resultados de esa evaluacidn no sobrepasaran las
tasas-de . infeccibn de 1-2% global y de 5% de hatos infectados, serfa
"posible determinar con posibilidades de éxito la etapa de
erradicacién (37).

Se han realizado reformas a 1a Campafia Nacional contra la Brucelosis
como 1o especifica Gual (37): E1 28 de abril de 1981 se public en el
Diario Oficial de 1a Federacién el acuerdo por el cual se establece
en todo el ferritorio nacional, con caracter obligatorio, general vy
permanente, la Campafa Nacional contra 1la Brucelosis dei ganado
bovino, caprino, ovino y porcino.

La poblacién estimada para 1989 de cabezas de ganado caprino en
México fué de 11,264,594, encontrindose principalmente en flos
Estados de San Luis Potosi con 2,366,468; Coahuila con 1,351,093;
Oaxaca con 1,118,376; Puebla con 823,261; Nuevo Lebn con 773,951;
Zacatecas con 629,993 y Guerrero con 608,416 {14).

Si bien es cierto que se realiza en nuestro pafs el diagndstico de
esta enfermedad, e} porcentaje de coberturas diagndsticas en caprinos
susceptibles es muy variable como se puede observar en los siguientes
afios (14):

Afio " No. de cabras No. de cabras Cobertura
susceptibles muestreadas

(miles) (miles) %
1982 6,652 53.5 .81
1983 6,237 47.6 .76
1984 6,174 20.7 .34
1985 6,354 51.9 .82
1986 6,516 1.0 .02
1987 5,778 35.6 .62
1988 6,563 35.2 .54



De 1igual manera, los porcentajes de positividad a la enfermedad en
caprinos muestreados, es irregular debido a la variedad en el niimero

" de animales muestreados en los diferentes afios, como se puede apreciar
a continuacion (14):

Afio_ Cabras Labras
muestreadas positivas %

(miles) {miles)
1982 53.4 1.9 3.5
1983 47.6 2.5 5.3
1984 20.7 1.5 7.4
1985 51.9 8 1
1986 1.0 .07 7.6
1987 35.6 © 2.3 6.4
1988 35.2 1.9 5.5

Conforme a estos datos, se tiene que 1os porcentajes promedio de
positividad entre los afios 1982 y 1988 fueron principalmente para los
Estados de: San Luis Potosf con un 18.9%, Puebla con un 12.7%,
Michoacan con un 11.5%, Sinaloa con un 10.1%, Zacatecas con un 9.7%,
Chihuahua con un 8.5% y Guanajuato con un 7.6% (14). Ahora bien, al
anatizar la cobertura promedio de vacunacién considerando 1las
poblaciones promedio de cabras susceptibles y de cabras vacunadas, los
Estados con porcentajes mis altos fueron: Sinaloa con 6.03%, Durango
con 2.96%, Guanajuato con 1.34% y Sonora y Coahuila con 1.15% (14).

Es definitivo que 1la brucelosis caprina causa graves pérdidas a
nuestro pafs, ya sean por cuestiones de salud tanto humana como
animal y econbémicas en las explotaciones de cabras que sufren esta
enfermedad. As§, la Secretarfa de Agricultura y Recursos
_ Hidrdulicos por medio de su Programa Especial de Fomento a la
Ganaderfa para los afos 1990 - 1994, establece como prioridad en los



caprinos el eliminar esta enfermedad en el 80% del territorio nacional
y en el 20% restante instrumentar la campafia de vacunacifn,
" diagndstico y control de la enfermedad, coadyuvando al incremento de
la produccidn caprina con planes estratégicos de desarrolio del
pequefio productor (58).
En nuestro pafs como en otros paises del mundo debido a la variedad
en las tasas de prevalencia de la enfermedad en 1las diferentes
regiones, y a que no siempre se realiza la vacunacibén en los primeros
meses de edad de los animales susceptibies, se pueden presentar casos
en que los animales adultos estén propensos a sufrir 1a enfermedad
con las correspondientes pérdidas econdmicas. Debido a esto, desde
hace algunos afios se ha estudiado el efecto de la vacunacidén en
animales adultos, con dosis normal y dosis reducida, con cepa 19 y
Rev. 1 para bovinos y caprinos respectivamente (19, 20, 28, 27, 35,
48).



Antecedentes bibliogréficos.
1) Vacunacién de cabras con la cepa Rev. 1 de B. melitensis. o
Elberg y Faunce en 1957 fueron los primeros en publicar resultados
“sobre el uso de la cepa Rev. 1 de B. melitensis en caprinos,
encontrando que 14 semanas después los tejidos ya no contenian células
vacunales (28).
La cepa Rev. | es una cepa lisa atenuada de B. melitensis, clona no
dependiente de 1la estreptomicina aislada de células estreptomicina
dependientes, procedentes a su vez de la cepa virulenta progenitora
6056 de B. melitensis (6). Esta cepa es estable y no es reversible a
la patogenicidad al realizar pases contfnuos (31, 44).
Como modelo experimental, Garcia Carrillo y Trenchi {36) probaron la
efectividad de varias cepas, entre ellas la Rev. 1, para prevenir 1la
infecci6n en cobayos al ser desafiados con una cepa patbgena,
determinando que la proteccién de la cepa Rev. 1 es apropiada. Esta
cepa es una de las dos recomendadas por el Comité de Expertos en
Brucelosis (FAD-OMS) para uso en ovinos y caprinos de tres a ocho
meses de edad a una dosis de 1-2 X 10Y gérmenes, no debiendo
utilizarse esta dosis en animales adultos o gestantes. Siendo su
aplicaciébn por via subcutanea, una sola dosis completa produce una
inmunidad de al menos cuatro afios y medio y quizds durante toda 1la
vida (6, 31, 44). .
A pesar de que esta cepa tiene muchas bondades, la aplicacién de 1la
dosis completa puede causar aborto en cabras gestantes y la
manifestacién de titulos serolfgicos positivos a la enfermedad durante
periodos indefinidos en animales adultos (31). A manera de
comparacion, podemos decir que mdltiples investigaciones realizadas en
bovinos adultos han demostrado que 1a aplicacién de una dosis completa
de 1la cepa 19 de B. abortus también puede provocar abortos y titulos
serolfgicos persistentes, aunque al aplicarse en hatos infectados su
efectividad para disminuir la infeccién ha sido clara (2, 48, 50).
Ahora bien, en bovinos adultos 1a utilizacién de una dosis reducida de
'vacuna, ha demostrado una proteccidn casi similar a la dosis normal
evitando el mantenimiento prolongado de los tftulos serolégicos
posvacunales (3, 18, 19, 33, 51), asimismo en cabras adultas y/o
gestantes la aplicaci6n de una dosis menor no provoca el aborto,




ni la excresidn en cabras lactantes siendo minima ademds la reaccitn a
pruebas serolégicas (1, 5, 6, 24, 31, 40).
" 2) Vacunacién de cabras con otras. cepas.
Se han probado otras cepas de Brucella spp para inmunizar caprinos, es
asf el caso de 1a 899 B que Baer et al. (1971) compararon con la cepa
Rev. 1, encontrando que esta {ltima brinda una mayor y mejor
proteccibn, (7)
También la cepa 45/20 de B. abortus con gérmenes muertos y adyuvante
se ha estudiado, demostrando buenos resultados inmunizantes, aunque no
mejores que los obtenidos por la cepa Rev. 1 (5, 31, 44),
La otra cepa recomendada por el Comité de Expertos en Brucelosis para
utilizarse en ovinos y caprinos es la H 38; con esta cepa también se
elabora un antigeno a base de gérmenes muertos con adyuvante y ha
demostrado un poder inmunizante adecuado (31) auque su uso no esté
establecido en nuestro pafs.
3) Pruebas de diagndstico seroldgico en caprinos.
Es de suma importancia el desarrollo de pruebas diagnbésticas
eficientes ya que los problemas relacionados con el diagnbstico son
varios, asi Nicoletti (49) menciona algunos de ellos:
a) Periodos de incubacién.
b) Existencia de infecciones latentes.
c) Reacciones falsas positivas causadas por la vacunacién, asf como
por antfgenos heteroespecificos.

d) Reacciones falsas negativas.
e) Procedimientos complejos.
Asfmismo, enlista las principales pruebas serolfgicas que han sido
probadas para lograr el diagnéstico fidedigno de esta enfermedad:
A. Cuantitativas.

1.- Aglutinacién.

a) Tubo lento o placa (répida).

b) Antiglobulina de Coombs.

c) Hemoaglutinacién.

2.- Fluorescencia indirecta.

3.- Prueba de ELISA (Enzima conjugada con inmunosorbentes) o prueba

de ELA (Anticuerpo conjugado con la enzima).



U B. Cualitativas'y cuantitativas.
"~ 1.- Aglutinacibn.
a) Inactivacién por calor.
b) Antfgeno acidificado, tamponadoe, rosa de bengala, tarjeta.
¢) Mercaptoetanol.
d) Rivanol.
2.- Fijacibn de complemento, método macro y micro.
3.- Precipitacion.
a) Difusibn en gel.
4 .- Radioinmunoensayo.
5.- Hemoaglutinacién indirecta (HI).

Waghela et al. (64) compararon las pruebas de rosa de bengala,
aglutinacién en tubo, doble difusifn en gel y fijacién de complemento,
encontrando que 1a prueba de rosa de bengala fue la mas sensible y la
de doble difusibn en gel 1a mds especifica, pudiendo esta Gltima
Tlegar a sustituir a la prueba de fijaci6n de complemento.
La prueba de aglutinacién en tubo se utiliza mucho en los caprinos no
vacunados, aumentando su eficacia al usar un 5% de NaCl en 1lugar de
0.85% en la soluci6n dilutora del antfgeno para reducir el fenémeno
de zona (15). Un resultado de 50 unidades internacionales (UI) por
mililitro puede considerarse como sospechoso, debiendo confirmarse con
un segundo muestreo cuatro a seis semanas después, mientras gque un
titulo igual o superior a 100 UI/ml debe considerarse como positivo
(31).
Para Sufrez y Flores (61) y Sénchez-Mejorada (57) las pruebas
serolfgicas de rutina (especialmente placa y aglutinacién en tubo) en
caprinos presentan inseguridad, considerando a la fijaci6n de
complemento la prueba més confiable en esta especie animal. Esta
prueba también es recomendada por el Comité de Expertos en Brucelosis,
. ya que se considera que los animales vacunados con 1a cepa Rev. 1
entre tres y ocho meses de edad se vuelven negativos serolfgicamente a
los seis meses después de haberse aplicado la vacuna; 1a dilucién del
suero considerada como positiva varfa entre 1/2 y 1/40, segin 1la
sensibilidad de 1a técnica de prueba (31).



Las pruebas de mercaptoetanol y rivanol - parecen tener una
especificidad similar, siendo la segunda relativamente més compleja
“en cuanto a su realizacion. Ahora bien, estas pruebas parecen tener
una especificidad muy similar a la que se obtiene con la prueba de
fijacion de complemento (31).
Por otra parte, Schurig (60) encontrd que las cabras vacunadas con
la cepa Rev. 1 de B. melitensis con dosis 1.2 X 107 6 1.2 X 10% no
presentan anticuerpos detectables por la prueba de inmunodifusidn
radial utilizando 1a cepa B 115 de B. melitensis para 1a elaboracién
del antigeno. Este hecho sugiere la posibilidad de diferenciar cabras
vacunadas de cabras infectadas por medio de esta prueba, siempre y
cuando estas Oitimas produzcan anticuerpos detectables por el antfgeno
utilizado. Esta suposicién estd basada en algunas investigaciones
previas que han demostrado que pruebas serolfgicas especificas
especialmente rivanol, doble difusién y fijacién de complemento,
pueden diferenciar anticuerpos posvacunales de anticuerpos por
infeccién en bovinos adultos (20, 41, 48, 50, 51) y especificamente
Jones et al,(39) y Rodriguez {55) encontraron que la prueba de
inmunodifusién radial, utilizando un antigeno polisacarido (poii B) de
1a cepa B 115, ha demostrado ser muy sensible y mas especifica que 1la
fijacién de complemento en bovinos vacunados en 1a edad adulta con la
cepa 19 de B. abortus.
Considerando 1las ventajas que ha proporcionado la utilizacibén de 1las
vacunas en dosis menores a 1a normal, para la prevencién y contol de
la enfermedad, en este trabajo se busca comparar 1los resultados
obtenidos por pruebas seroifgicas rutinarias y complementarias, al
aplicar diferentes dosis de la cepa Rev-1 de B. melitensis a cabras
jévenes, planteando la hipbtesis de que las dosis utilizadas
manifestardn diferentes resultados entre sf, los cuales serén
evaluados por medio de las pruebas aplicadas.



OBJETIVOS
Experimento 1

a)

b)

Comparar la respuesta serolfgica de cabras j6évenes mantenidas en
confinamiento, al aplicarles 1a cepa Rev-1 de B. melitensis en tres
diferentes dosis:

1) 1 X 107 unidades formadoras de colonias (UFC)(Dosis normal),

2) 1 X 10 UFC (Dosis reducida) y

3) 5 X 10" UFC (Dosis reducida)

por medio de las pruebas de tarjeta (T}, aglutinacién en tubo (AT),
aglutinacién con mercaptoetanol (ME), fijacién de complemento (FC),
doble difusién en gel (DD) e inmunodifusién radial (IDR).

Conocer 1a posible proteccién contra 1a infeccién en los tres
grupos antes descritos, al ser desafiados 180 dias después de haber
recibido la cepa Rev-1, con una dosis de 4 X 10% UFC de 1a cepa 16M
de B. melitensis.



OBJETIVOS
Experimento 2

a) Comparar la respuesta serolégica de cabras jdvenes mantenidas en

b

—

situaciones de campo, al aplicaries la cepa Rev-1 de B. melitensis

en tres diferentes dosis:

1) 1 X 10Y UFC (Dosis normal}),

2) 1 X 10 UFC (Dosis reducida) y

3) 5 X 103 UFC (Dosis reducida)

por medio de las pruebas de T, AT, ME, FC y DD.

Conocer 1a posible proteccién contra la infecciébn en los dos grupos
que recibieron las dosis reducidas, al ser desafiados 60 dfas
después de haber recibido 1a cepa Rev-1, con una dosis de 4 X 10°
UFC de la cepa 16M de B. melitensis.



MATERIAL Y METODOS

Experimento 1

Animales de experimentacién.

Se wutilizaron 40 caprinos hembras entre cuatro y seis meses de edad,
no vacupados contra brucelosis y negativos a las pruebas serolégicas
de T, aglutinacién en placa (P), AT y ME. Los animales se mantuvieron
con base en una dieta seca de mantenimiento y agua a libre acceso.

Cepas vacunales y de desaffo.

La cepa Rev-i que se utilizé fue a partir de una vacuna comercial
de B. melitensis*, obteniendo 1las dosis reducidas aplicadas por
dilucién de la vacuna en solucién salina fisiolégica estéril (SSF)
dependiendo de 1las UFC que se obtuvieron en su andlisis previo, La
aplicacién de la dosis normal se hizo siguiendo las recomendaciones
del laboratorio productor. Antes y después de la aplicaci6n, se
confirmé 1a concentracién del inéculo siguiendo el método de Miles y
Misra segin 1o describen Alton et al.(43).

E1 desafio se realizd con 1a cepa 16 M de B. melitensis, en cultivo
puro a una concentracidn de 4 X 10° UFC. Previamente, a esta cepa se
le dio un pase en cobayo para después inocularia en cuatro cabras
hembras adultas no vacunadas contra brucelosis y sin tftulos
serolbgicos,'con la finalidad de verificar 1a virulencia de la cepa vy
la efectividad de la dosis de desafio, habiendo recuperado 1a cepa de
los nodos linfdticos de tres de las cuatro cabras utilizadas.
Posteriormente se mantuvo congelada a -60 C con leche descremada hasta
su uso, momento en que se sembrd en agar tripticasa soya + 10% de
suero a 37 C durante 48 hrs. para obtener el cultivo bacteriano, al
cual se le realizd una lectura turbidimétrica en un aparato Spectronic
20 (**) ajustado a una longitud de onda de 420 nandmetros para
obtener 1la concentracién aproximada de la cosecha y realizar
posteriormente las diluciones necesarias con SSF estéril hasta obtener
. la dilucién adecuada. La concentracidn del inéculo de desaffo se
verificd también antes y después de su aplicacion por medio del método
de MIles y Misra segln lo describen Alton et al,{43).

(*) PRONABIVE {México).
(**} Bausch and Lomb.



Antigenos.

.Los antfgenos utilizados para las pruebss de T, AT, ME y FC fueron

e]aboi‘ados a partir de la cepa 1119-3 de B. abortus y donados por el
Dr. G.M. Brown del National Veterinary = Services Laboratories
{N.V.5.L.) U.S.D.A., Ames, lowa, U.S.A.
El antfgeno poli-B que se utilizd en las pruebas de DD e IDR se obtuvo
a partir de la cepa Rev, 1 de B. melitensis. La técnica que se utilizd
para su obtencidn fue la descrita por Dfaz et al. (22) con una
concentracién final del antigeno de 80.3 microgramos {mcg) de poli-B
por mililitro (ml) de antfgeno para la DD y de 107.2 mcg de poli-B por
ml de gel de agarosa para la IDR. Estas concentraciones se
determinaron haciendo pruebas previas con diferentes diluciones de los
antigenos ante sueros testigos positivos y negativos.

Pruebas serolfgicas y técnicas de aislamiento del microorganismo.

Las técnicas para realizar las pruebas serolbdgicas, preparacién de
medios de cultivo y siembra para intentar el aislamiento de 1la
brucela, asi como 1la diferenciacibn de las cepas que se aislaran
fueron las recomendadas por Alton et al.(6), Cipridn et al.(15) y
por United States Department of Agriculture (62).

Criterio para la serologfa.

El criterio de interpretacidn para las pruebas serolégicas en este
experimento se basé en lo recomendado por Alton et al. (6),
considerando positividad para las pruebas de T, DD e IDR al
encontrarse aglutinacidn o precipitacién aparente segln 1a prueba.
Positividad en 1la prueba de ME al manifestarse aglutinacién en
cualquier dilucidn, positividad en 1a prueba de AT a la manifestacién
de aglutinacién en diluciones mayores de 1:50 y positividad en 1la
prueba de FC a3 los sueros con reacci6n en diluciones mayores de 1:4.

Material de laboratorio y equipo.
E1 material y equipo de 1laboratorio que se utilizd, fue el de uso
comin en un laboratorio de bacteriologia siendo en este caso, el del
proyecto Enfermedades Bacterianas de los Rumiantes del INIFAP-SARH.
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Instalaciones.

Los animales después de vacunarse se mantuvieron separados por lotes
en corrales con piso de cemento hasta dos semanas antes del desaffio
(165 dfas). Posteriormente, 1os animales se trasladaron a unidades de
aislamiento donde se desafiaron y se mantuvieron hasta el final del
experimento. Las unidades de aislamiento fueron con las que cuenta el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias
(INIFAP) perteneciente a la Secretarfa de Agricultura y Recursos
Hidrdulicos (SARH) en el kildmetro 15.5 de la carretera México-Toluca.
Estas instalaciones fueron acondicionadas con 1los aditamentos de
seguridad necesarios para evitar 1a fuga del germen al realizar el
desaffo de los animales y la contaminacién de los investigadores que
requirieron entrar a las instalaciones (Ver APENDICE 2).

Disefio_experimental.

Los 40 caprinos se distribuyeron de la siguiente manera:

Grupo 1: Diez cabras inoculadas con 1a dosis completa (1 X 10").

Grupo 2: Diez cabras inoculadas con una dosis reducida (1 X 10%).
Grupo 3: Diez cabras inoculadas con una dosis reducida (5 X 10*).
Grupo 4: Diez cabras sin inocular, siendo este el grupo testigo:

Los animales se mantuvieron separados por grupos después de la
inoculacién. Posteriormente, todos 1los animales de los diferentes
grupos fueron desafiados (180 dfas después) por via conjuntival con un
volumen de .12 m1 (.06 ml en cada ojo).

Se tomaron muestras de suerc de todos los animales el dfa de 1la
vacunacién y posteriormente los dfas 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 y
180 (desaffo)}, asimismo los dfas 18 y 40 después del desaffo (198 y
220 respectivamente posvacunacién). A todos 1los sueros se les
practicaron las pruebas de T, AT, ME y FC segin las técnicas antes
descritas. Para las pruebas de DD e IDR se seleccionaron los sueros de
los animales sangrados los dfas 0, 15, 30, 60 y 120 as{ como el del
dfa 40 posdesafio (220 posvacunacién).

Con la finalidad de confirmar o negar la infeccidn de 1los animales
por el desaffo, todos ellos fueron sacrificados entre el dfa 220 y 227
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posvacunacién, colecténdose muestras de bazo, glindula mamaria y Jos
pares de nodos linféticos submaxilares, parotideos, preescapulares,
prefemorales y supramamarios, ~1os cuales se sembraron en dos
ocasiones. La primera después del sacrificio en agar brucela con 10%
de suero estéril, procediendo después a la congelacién de las muestras
de Organos. La segunda 30 dias después en agar brucela con 10% de
suero + inhibidores de contaminantes (Medio de Kuzdas-Morse) (42).
Las técnicas de sembrado, preparacibn de medios y diferenciacién de
colonias fueron las descritas con anterioridad.
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MATERIAL Y METODOS

Experimento 2

Animales de experimentacién.

'Se utilizaron 32 caprinos hembras entre cuatro y seis meses de edad,

no vacunados contra brucelosis y negativos a las pruebas serolégicas
de T, P, AT y ME. Los animales se mantuvieron en pastoreo dentro de su
hato original.

Cepas
La cepa Rev-1 que se utilizd fue a partir de una vacuna comercial

(1a misma que en el experimento 1) de B. melitensis, realizando 1las
diluciones de la vacuna para las dosis reducidas y 1a verificacién de
1a concentraci6n del inéculo de Ta misma forma que en el experimento
anterior. Para el desaffo se utilizaron la misma cepa y la misma dosis
que en el experimento 1.

Antfgenos

Los antfgenos que se utilizaron en este experimento fueron los mismos
que 1los ya descritos en el experimento 1, a excepcidn del antfgeno
para la prueba de IDR, ya que esta prueba no se realiz6 en este
experimento.

Pruebas serolégicas y técnicas de aislamiento

Las técnicas{utilizadas en este experimento para realizar las pruebas
serolbgicas, preparacién de medios de cultivo, siembra y
diferenciacitn de las posibles cepas aisladas fueron similares a las
descritas con anterioridad en el experimento 1.

Criterio para la serologfa

Se utilizd el mismo criterio de interpretacién, de 1las pruebas
serolfgicas realizadas, que en el experimento 1.

Material de laboratorio y equipo

Se utilizé el mismo que el mencionado en el experimento 1.
Instalaciones

Los animales que se sometieron al desaffo, despuss de permanecer 30
. dfas en su propio hato (Apaseo E1 Alto, Gto.), se introdujeron a 1las
mismas unidades de aislamiento que se utilizaron en el experimento 1.
Diseilo experimental

Los 32 caprinos se distribuyeron de 1a siguiente manera:
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Grupo 1: Siete cabras inoculadas con 1a dosis completa (1 X 10).

Grupo 2: Once cabras inoculadas con una dosis reducida (1 X 107).
' Grupo 3: Diez cabras inoculadas con una dosis reducida (5 X 10%).

Grupo 4: Cuatro cabras sin inocular, siendo este el grupo testigo.

Los animales se mantuvieron en su propio hato después de la vacunacién
hasta el dia 50, dia en que se tomaron al azar tres animales del grupo
2, tres animales del grupo 3 y cuatro animales del grupo 4 para ser
desafiados el dia 60 en las unidades de aislamiento con la cepa, dosis
y vfa mencionadas en el experimento anterior.

Después de 1a vacunacidn se tomaron muestras de suero de todos 1los
animales los dfas 0, 15 y 30; a los animales incluidos en el desafio,
se les sangrd también el dfa 60 y 84 posvacunacién. A todos los sueros
se les practicaron las pruebas de T, AT, ME, FC y DD siguiendo 1as
técnicas antes descritas.

De la misma manera que en el experimento 1, para confirmar o negar la
infeccién de los animales por el desaffo, estos fueron sacrificados el
dia 84 posvacunacibn, colectando las mismas muestras y realizando 1las
mismas siembras que en el experimento anterior.



RESULTADOS

Experimento 1

Debido a causas ajenas al experimento se sufrié la pérdida de los
suerps del dfa 120, faltando por. realizarse la prueba de [DR, por 1o
que no se pudo obtener resultados para esta prueba en ese dfa.

La prueba de T (cuados 1y 2){grafica 1) manifesté para la dosis
normal un 100% de sueros positivos en el dfa 15, disminuyendo
paulatinamente hasta el dfa 150 y volviéndose negativos en su
totalidad para el dfa 180 posvacunacidn, dfa en que se realizd el
desaffo y el cual produjo un aumento -de hasta el 50%- en los sueros
positivos para el dia 220. E1 grupo 2 (1 X 10%) presentd un porcentaje
bajo e intermitente de sueros positivos entre la vacunacibn y el dfa
120, en cambio el grupo 3 (5 X 10? } manifesté sueros positivos
Onicamente para el dia 15 (20%) y para el dfa 220 (33%)
correspondiendo dichas respuestas a la vacunacion y al desafio
respectivamente. Los animales testigo (grupo 4) presentaron para esta
prueba un 40% de sueros positivos para el dfa 90 f{nicamente, no
coincidiendo estos resultados con el comportamiento general de este
grupo durante todo el tiempo de duracidn del experimento y en 1las
demds pruebas realizadas, manteniéndose siempre con resultados
negativos.

En los cuadros 1 y 2 y gréfica 2 se muestran 10s resultados obtenidas
para 1a DD. La dosis normal (grupo 1) obtuvo un 100% de sueros
positivos en el dfa 15, disminuyendo hasta el 20¥% en el dia 60 y
desapareciendo el porcentaje positivo entre los dfas 60 y 120, ya que
las muestras del dija 90 no se probaron en DD; esta misma dosis
manifestd un 50% de sueros positivos en el dfa 220 (40 dfas
posdesaffo). La dosis 1 X 10% solo demosteé un 17% de sueros positives
en el dfa 15 posvacunacibn en esta prueba. Por otra parte, 1a dosis
5 X 10® demostrd un 40% de sueros positivos para el dia 15, 20% para
el dia 30 y la desaparicibn de 1os porcentajes positivos entre el dfa
30 y 60 posvacunacibfn, manteniéndose asf durante el resto del
experimento.

Los resultados para la prueba IDR se muestran en los cuadros 1t y 2 ¥y
grifica 3, en donde se observa que el grupo 1 (dosis normal) es el
finico {1 X 10% y 5 X 10* negativos} que demostrd sueros positivos

19



entre el dfa 15 y'60. considerando qﬁe todos se vuelven negativos
entre los dfas 60 y 120 (al igual que en la prueba DD).
Desafortunadamente, la pérdida de los sueros del dfa 120 nos impide
conocer el estado serolfgico de los animales para este dfa.
E1 porcentaje de sueros positivos de los diferentes grupos con la
prueba AT se muestran en los cuadros 1 y 2 y grdfica 4. En ellos se
observa que el grupo 1 manifestd un porcentaje alto (100%) de sueros
positivos en el dia 15 para decrecer posteriormente a porcentajes
bajos y mantenerse asi hasta el dfa 180. E1 grupo 2 no presentd sueros
positivos para esta prueba durante todo el experimento. E1 grupo 3
s6lo obtuvo un 20% de sueros positivos en el dia 15 después de la
vacunacién.
En la prueba ME el grupo 1 presentd un porcentaje alto de sueros
positivos en los dfas 15 y 30 {100 y 80% respectivamente), decreciendo
al 20% en el dfa 45 y manteniéndose en este nivel hasta el dfa 120.
Los grupos 2 y 3 no presentaron sueros positivos durante todo el
experimento (cuadros 1 y 2)(gréfica 5).
Los porcentajes de sueros positivos obtenidos en 1a prueba FC se
muestran en Yos cuadros { y 2 y grédfica 6. E1 grupo vacunado con 1la
dosis normal alcanza el 100% de sueros positivos para el dfa 15,
reduciendo en porcentaje répidamente y manifestando un 0% en €1 dfa
60, pero volviendo a presentar un 25% durante los muestreos de 1los
dfas 90 y 120. €1 grupo vacunado con la dosis 1 X 10¥ s6lo manifestd
sueros positivos (25%) en el dia 220 (40 posdesafio), mientras que el
grupo vacunado con 1a dosis 5 X 10® obtuvo un 20% de sueros positivos
en el dfa 15 y se mantiene negativo hasta el dfa 40 posdesaffo (33%).
Para esta prueba, el grupo testigo demostrd un 20% de sueros positivos
en el dia 220 como respuesta al desafio.
Debido a diversos factores, se perdieron 18 animales antes de realizar
el desaffo, por 1o que el nimero de animales sacrificados al final,
fue menor que el del comienzo del experimento.
A partir de las siembras realizadas en dos ocasiones del bazo,
gléndula mamaria y nodos 1linfiticos muestreados, la primera en
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medio de cultivo con suero y la segunda en medio de cultivo con suero
y antibidticos, no se logrd el aislamiento de B. melitensis ya fuera
de la cepa de desafio (16 M) o de la cepa vacunal (Rev. 1) de ninguno
de tos animales sacrificados.
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RESULTADOS
Experimento 2 7 L —

“Los resultados obtenidos en la prueba de T se muestran en el cuadro -3

'y grédfica 7. E] grupo vacunado con l1a dosis normal (grupo 1) obtuvo un
100 y 86% de sueros positivos en los dias 15 y 30 respectivamente. En
cambio el grupo vacunado con la dosis 1 X 10% (grupo 2) sélo obtuvo un
18 'y 27% de sueros positivos en los mismos dias. Esta prueba no
detecté sueros positivos para el grupo vacunado con la dosis 5 X 103
(grupo 3) ni para el grupo testigo (grupo 4), el cual a su vez fue
negativo para todas las demds pruebas en todos los sangrados.

En la prueba DD, la dosis normal manifesté un 100% de sueros positivos
en el dia 15 disminuyendo hasta un 14% en el dfa 30, contrariamente
las dosis reducidas manifestaron un incremento de sueros positivos, la
dosis 1 X 10¥ presenté 18 y 73% y la dosis 5 X 10® un 10 y 60% para
Tos dfas 15 y 30 posvacunacién respectivamente (cuadro 3 y gréfica 8).
Los porcentajes de sueros positivos obtenidos en los diferentes grupos
para la prueba AT se muestran en el cuadro 3 y grdfica 9. En estos se
observa que a los 15 y 30 dias, el grupo 1 obtuvo 100 y 71%, el grupo
2 obtuvo s6lo un 9% en el dia 15 y el grupo 3 no obtuvo ningln
porcentaje positivo.

En el cuadro 3 y grdfica 10 se observan los resultados obtenidos para
la prueba ME: 1a dosis 5 X 10° fue negativa, la dosis 1 X 107 obtuvo
18% de sueros positivos en el dia 30 unicamente y la dosis 1 X 10?
manifestd 86 y 100% para los dfas 15 y 30 posvacunacidn.

Los resultados obtenidos en la prueba FC (cuadro 3 y grafica 11) para
el dfa 15 fueron: Grupo 1- 86%, grupo 2- 18%, grupo 3- 0% y para el
dfa 30 fueron: Grupo 1~ 100%, grupos 2 y 3- 0%.

Los animales sometidos al desaffo de los grupos 2, 3y 4 (1 X 10°,
5 X 10° y testigo respectivamente) no mostraron porcentajes positivos
en ninguna prueba serolégica en los sangrados correspondientes al
desaffo (dia 60) y al sacrificio (dfa 84).

_ Al igual que en el experimento 1 se realizd la siembra en dos
ocasiones de los Organos y nodos linfdticos de los animales
desafiados, en medios de cultivo sin antibiéticos y con
antibiéticos, sin lograr obtener algin aislamiento de Brucella spp.
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DISCUSION

"En el experimento 1 las pruebas de T, AT, ME y FC -en la dosis normal-
mantuvieron porcentajes positivos entre los cuatro y seis meses
posvacunacidn, no manifesténdose una respuesta similar para las dosis
reducidas, 1las cuales fueron de poca duracién y de poca intensidad.
Especificamente, en 1a prueba de T los titulos desaparecen el dfa 180
en la dosis normal, sin embargo en la dosis 1 X 10% se presenta un
porcentaje de sueros positivos variable hasta el dfa 120, siendo
diferentes ambas a la dosis 5 X 10® 1a cual desaparece para el dfa 30.
En los trabajos realizados por Jones et al. (40) los porcentajes de
reactores en la dosis completa para la prueba de T se mantienen ain
para el 14% mes aunque muy bajos, no siendo asf para la dosis reducida
(3.5 X 10*) cuyos tftulos a T desaparecen al 2% mes. Debido a que la
dosis reducida utilizada por Jones et al. es intermedia entre las
utilizadas en este trabajo, se considera que la relacibn entre
ambos trabajos es bastante cercana. Asimismo existe concordancia con
los trabajos de Varela-Diaz et al. (63) los que encuentran que las
pruebas de aglutinacidn y tarjeta reaccionan ante las inmunoglobulinas
G y My en especial la prueba de T es positiva con tftulos
aglutinantes altos.

La prueba de AT manifestd un porcentaje alto de sueros positivos
dentro de 1os primeros 30 dfas posvacunacién, manteniendo porcentajes
bajos hasta el dfa 180 para el grupo de dosis normal. Sin embargo 1la
dosis 1 X 10% no manifesté porcentajes positivos para esta prueba y la
dosis 5 X 107 alcanzd unicamente un 20% de sueros positivos para el
dfa 15. Estos resultados confirman los hallazgos de Varela-Diaz et al.
(63}, en los que la prueba de AT reacciona ante IgG e IgM del suero de
animales vacunados con la dosis normal y los de Jones et al. (40) en
cuanto al mantenimiento de porcentajes bajos por un largo tiempo al
utilizar la dosis normal, 1o cual confirma 1a relativa utilidad de
esta prueba. Sin embargo difieren de los de Diaz (21) quien encontrd
que con las dosis reducidas 1 X 10° y 5 X 10" 1los porcentajes de
sueros positivos se mantienen hasta los 220 y 150 dias posvacunacién
respectivamente, resultados que son diferentes -a su vez- de los
hallazgos de Alton (1) el cual encontrd una respuesta de marcada
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menor intensidad en animales adultos con una dosis de '3.2- X 10%
comparada con la de animales jOvenes que. recibieron una dosis de
5.7 X 104,
La prueba de ME en este trabajo sdlo manifestd titulos en 1a dosis
1 X 107, obteniéndose un porcentaje alto de sueros positivos hasta el
dfa 30, disminuyendo hasta un 20% aproximadamente para el dfa 45 y
manteniéndose asi hasta el dfa 120. Estos resultados son muy similares
a los encontrados en la prueba de AT en cuanto a) porcentaje positivo
en los primeros 45 dias posvacunacidon, pero difiriendo en cuanto a la
duracién de los mismos. Jones et al. (40), Varela-Diaz et al. (63)
y Alton (1) encontraron una rapida desaparicion de los titulos
positivos a ME, aunque los dos primeros grupos de investigadores
encontraron dos cabras que retuvieron titulos positivos durante toda
1a duracidn de su experimento por producir 1gG, lo cual no sucedidé con
todos los demés animales los cuales se volvieron negativos a los dos
meses aproximadamente. En el presente trabajo a partir del dfa 45, 1la
misma cabra presentd un titulo positivo decreciente {con respecto a
Jas diluciones de la prueba) hasta el dfa 120, por lo que consideramos
que este puede ser un caso similar al encontrado por los autores antes
mencionados por 1o que se coincide con ellos en la dificultad de
diferenciar 'respuestas vacunales o de infeccién en base a 1la
produccién de 1gG & IgM por medio de esta prueba. Es conveniente
mencionar que actualmente la PRONABIVE en México produce antfgeno
para la prueba de rivanol, por lo que serfa conveniente considerar
este antigeno en experimentos que busquen la detecci6n de 1gG.
Diversas investigaciones han demostrado la alta especificidad y 1la
alta correlacidn entre infeccién y titulos positivos en la prueba de
fijacion de complemento (6, 8, 31). Algunos autores (40) mencionan que
los tftulos posvacunales para esta prueba al utilizar la dosis normal,
pueden presentar una duracién variable, debido quizés, a la técnica de
. prueba utilizada aunque disminuyendo a niveles minimos a 10s 4 meses y
especificando que esta prueba reacciona con Ig6 (63). Sin embargo
Alton y Elberg (4) y Casas Olascoaga (12) refieren que los titulos
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se- tornan negativos en la mayoria de los animales a los seis meses y
en casi todos los animales al afo. En este trabajo 1os porcentajes de
sueros positivos en la dosis normal decrecen a niveles bajos para el
dfa 45, manteniéndose hasta el dia 120 a causa de un animal, el cual
también presentd persistencia de titulos en la prueba de ME. Para 1la
dosis 1 X 10 no se presentd ningdn porcentaje positivo y para la
dosis 5 X 10* s6lo un 20% para el dfa 15, difiriendo de los resultados
de Dfaz (21) donde la persistencia fue de 120 y 180 dias para las
dosis 5 X 10% y 1 X 10¥ respectivamente aunque en animales adultos. No
obstante, existe concordancia con resultados en bovinos (12) y en
caprinos (40} en que los titulos posvacunales de 1a dosis reducida
casi desaparecen para el segundo mes, aunque la intensidad de 1la
respuesta fue menor en este trabajo.
Las pruebas de precipitacitn, concretamente las de doble difusién e
inmunodifusién radial, han sido utitizadas por una gran cantidad de
investigadores en diferentes aspectos de 1a infeccién por Brucella
spp.; se ha utilizado en la infeccién por B. canis en perros (47), 1la
infeccién por B. ovis en ovinos (45, 46), la deteccién de anticuerpos
posvacunales producidos por la vacuna Rev. 1 en ovinos (16) y en
bovinos para diferenciar animales vacunados de infectados por 1la
prueba de doble difusién (41) o inmunodifusion radial (8, 17, 22, 39},
Esta d1tima drea de estudio ha cobrado gran interés por lo que se han
ampliado 1las investigaciones de esta técnica hacia la biisqueda de
nuevas cepas que contengan el antigeno especifico poli-B (17, 25, 52)
o bien probar dicho antigeno con animales vacunados con diferentes
dosis (17, 39, 52). Los trabajos de Ontiveros y Tenorio (52),
determinaron que el poli-B obtenido a partir de 1a cepa Rev. 1 de B.
melitensis fue similar en resultados, al compararlo con la prueba de
fijacién de complemento en animales vacunados e infectados.
Posteriormente Cortés et al. (17), compararon las cepas 16 M, Rev. 1
.y B-115 de B. melitensis en cuanto a rendimiento para la obtencién de
poli-B y efectividad de dichos antigenos en la prueba de
inmunodifusién radial. Los resultados obtenidos, recomendaron 1la
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utilizacién de las cepas lisas 16 M y Rev. 1 por un mayor rendimiento
y una similitud de resultados con la cepa B-115 al probarse con
animales vacunados con diferentes dosis de la cepa 19 de B, abortus vy
con animales sospechosos de 1a infeccién o negativos.

En este trabajo se utilizaron las pruebas DD e IDR con el antigeno
poli-B de la cepa Rev, 1, ambas pruebas detectaron porcentajes
positivos en los animales vacunados con la dosis normal hasta el dia
60, ningln porcentaje positivo en 1as dosis 1 X 10% y5X 10 por la
prueba de IDR y un bajo porcentaje de sueros positivos con 1a
desaparicién de titulos para los dfas 30 y 60 en las dosis 1 X 10% y
5% 102 respectivamente con la prueba DD. Estos resultados concuerdan
con estudios previos (21, 23) en cuanto al alto porcentaje de suercs
positivos, mostrado por la DD en la dosis normal dentro de los
primeros 60 dfas posvacunacién y en cuanto a la baja respuesta en las
dosis 1 X 10¢ y 5 X 10%, Aunque 1a prueba de IDR detectd inicialmente
un alto porcentaje de sueros positivos en la dosis normal, fue incapaz
de demostrar la presencia de anticuerpos contra el poli-B en las dosis
reducidas como ha sido informado por otros autores en trabajos con
bovinos (8, 39) y como 1o hizo en este trabajo la prueba DD.

Schurig (60) encontrd que cabras vacunadas con la dosis normal o
bien con una dosis reducida (1.25 X 10%) de la Rev. 1 de B. melitensis
nunca, durante 193 dfas, presentaron resultados positivos a 1a prueba
de IDR con un antfgeno elaborado a partir de la cepa B-115, resultados
que son diferentes a los encontrados en este trabajo, la cual sugiere
1a elaboracidn de otras investigaciones sobre este tema.

E1 hecho de que no se recuperara la cepa virulenta de ninguno de los
animales en el grupo testigo nos impide hacer upa comparacién
significativa de pruebas diagnbsticas.

Los resultados obtenidos en las pruebas serolégicas para el segundo
experimento nos muestran una respuesta mayor con la dosis normal a los
15 dfas posvacunacién, al compararla con las dos dosis reducidas
utilizadas. Estos resultados -al igual que en el experimento 1- nos
confirman que 1a dosis normal produce una respuesta humoral mayor que
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las dosis reducidas también en animales que permanecieron en su
rebafo al libre pastoreo .

En ambos experimentos la dosis que retuvo durante mayor tiempo los
porcentajes positivos mis altos fue la de 1 %X 107 6 normal,
coincidiendo con trabajos realizados previamente tanto en bovinos (19,
20, 48, 50, 51) como en caprinos (1, 23, 27, 31, 40).

E1 no haber logrado el aislamiento de 1a cepa de desafio de ninguno de
los animales testigo utilizados en este trabajo, nos lleva a elaborar
algunas consideraciones al respecto. 1) Las brucelas son gérmenes
fastidiosos para crecer in vitro (30) por lo que se requieren ciertos
factores atmosféricos y de cultivo (6), provocando que su
recuperacién a partir de tejidos presente ciertas dificuitades (1,
5), incrementdndose estos factores por 1a posibilidad de que 1las
brucelas -por ser gérmenes intracelulares- se encontraran en un
nimero reducido o secuestradas en tejidos no muestreados. 2) Que el
desaffo se hubiera realizado en forma incorrecta o con una viabilidad
celular muy baja o bien al sistema de siembra empleado, ya que la
patogenicidad de 1a cepa habfa sido probada previamente. Se considera
que esto no sucedié en este trabajo debido al conocimiento de que un
desafio realizado con la misma cepa, con la misma dosis, en el mismo
dfa, con la misma técnica y por los mismos investigadores, logrd
infectar al 33% de los animales testigos en un trabajo realizado con
cabras adultas simulténeamente a este trabajo, descartando asimismo
alguna falla en el intento de aislamiento de la cepa de desaffo (21).
3) Quizés debido a la posible resistencia a la infeccibn por causa de
la raza o linaje de los animales y que como informa el Comité de
Expertos en brucelosis (32), este factor puede llegar a causar
repuestas serolbgicas muy variadas al utilizar la vacuna Rev. 1 de B.
melitensis en cabritas y corderos. 0 bien, porque los animales j6venes
sean mas resistentes que los aduitos (34), o como lo especifica el
Comité de Expertos en brucelosis (31) al informar que los cabritos
pueden adquirir la infecci6bn antes o después de nacer y curar
espontdneamente, 1a mayoria de las veces, antes de llegar a la edad de
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1a reproduccién. 4) Posiblemente la dosis de desaffo no haya sido 1la
més conveniente, ya que en otras investigaciones (1, §5) diferentes
dosis de desaffo permitieron diferente nimero de aislamientos. Alton
(1) encontrd que a} vacunar cabras con 10*, 10* y 10* s6lo aislé el
germen de desaffo en tres de nueve animales, nueve de diez animales y
diez de diez animales respectivaménte. En especial se observé una
variacién de aislamientos al desafiar ias cabras testigo con 10%, 10%
y 10¢ sin aislar alguna cepa de diez animales con la primera dosis,
cinco aislamientos de diez animales con la segunda dosis y ocho
aislamientos de diez animales para la dosis 10*. Asimismo, Alton et
al. (5) al vacunar cabras jévenes con la dosis normal {7 X 10%) y
cabras adultas con una dosis reducida (3.5 X 10%) y desafiando con
diferentes dosis, encontraron que a partir del grupo desafiado con 10*
obtuvieron cero aislamientos de nueve animales para ambas dosis, en el
grupo desafiado con 10* obtuvieron tres aislamientos de diez animales
para ambas dosis y al utilizar un desaffo con 10® obtuvieron dos
aislamientos de diez animales con la dosis normal y tres aislamientos
de diez animales con la dosis reducida y nuevamente la variacibn se
observa de forma mds aparente en los grupos testigo que tuvieron dosis
de desaffo menores, asf en 1a dosis 10% no obtuvieron aislamientos de
diez animales, en la dosis 10% obtuvieron dos aislamientos de diez
animales y en la dosis 10° obtuvieron seis aislamientos de diez
animales.

Los resultados obtenidos en este irabajo, demostraron que las dosis
reducidas utilizadas produjeron titulos serolfégicos bajos y de poca
duracién, en comparacién con los obtenidos por la dosis normal. Ademis
en esta Gltima dosis, las pruebas de tarjeta, aglutinacién en tubo,
aglutinacién con mercaptoetanol y fijacion de complemento mantuvieron
titulos positivos -aunque bajos- hasta los dias 120 & 150, no
sucediendo asi para las pruebas de doble difusién en gel e
inmunodifusién radial cuyos tftulos desaparecieron para el dfa 90
después de la aplicacién de la cepa Rev-1. Aunque se realizd en dos
ocasiones la siembra de tejidos de los animales de 1los diferentes
§rupos, no se logré el aislamiento de 1a cepa de desaffo.
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CUADRO 1. Resultados expresados en porcentaje de positividad a las pruebas serolégicaé efectuadas a
cabras j6venes vacunadas con diferentes dosis de B.melitensis Rev-1 y mantenidas en confi

namiento.
TRATAMIENTOS 1 x 109 1 x 105 5 x ‘I()3 Testigo

ni{As 0 15 30 45 g0 0 15 30 45 60 0 15 30 45 60 0 15 30 45 &0
T 0 100 80 80 40 0 17 0 17 © 0 20 0 0 0 e o o0 o o
DD 0100 80 * 20 0 17.0 *.0- 0 40 20 * 0 0 o o * 0
1DR 0100 60 * 20 0 .0 0 *  0 0 0 0 * o 0 0 o * 0
AT 0100 80 20 20 0 "o'—‘ 0070 0 20 070 0 0 0 0 0 o0
iE 0 100 80 20 20 0 00 00 0 0 0 00 0 0 0 0 0
FC 0100 60 20 O 0 00 00 0 20 0 0 0 o 0o 0 0 0

*No se realizd.
T.~ Tarjeta; DD.- Dible difusidn en gel; IDR.- Inmunodifusién radial; AT.- Aglutinacidn en tubo;
ME.~ Aglutinacién con mercaptoetanol; FC.- Fijacidn de Complemento.
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CUADRO - 2. Resultados expresados en porcentaje de positividad a las pruebas seroldgicas efectuadas a
cabras jdvenes vacunadas con diferentes dosis de B.melitensis Rev-1 y mantenidas en confi
namiento. —
5 3 ;
TRATAMIENTOS 1 x 10 1 x 10 5 x 10 Testigo
DIAS 90 120 150 180a 198 220 90 120 150 180a 198 220 90 120 150 IBOa 198 220 90 120 150 180a198 220
'T 50 25 25 0 50 25 o} 0 0 [+} 0 0 0 0 33 40 0 0 0 0 0
DD * o} * * 50 i * * 0 * 0 * * * 0 * 0 * * * 0
IDR * * * * 0 * * * O * * * * * 0 * * * * o
AT 25 0 25 [¢] 0 0 0 0 0 [+} 0 0 0 0 0 0 0 0 [} 0 0
l"‘lE 25 25 0 o} 0 ¢} 0 0 0 0 0 ] o] 0 o 0 0 o} 0 0 0
FC 25 25 o} 4] ¢} o} v} 0 25 » 0 0 0 0 0 33 0 0 0 0 0 20

* No se realizd

a
Desaffo.

T.- Tarjeta; DD.- Doble difusibn en gel; IDR.- Inmunodifusién radial; AT.- Aglutinacién en tubo; ME.- Aglutinacién
con mercaptoetanol; FC.- Fijacidn de Complemento.



44

CUADRO 3. Resultados expresados en porcentaje de positividad a las pruebas serolBgicas efectuadas
a cabras jbvenes vacunadas con diferentes dosis de B.melitensis Rev~1 y mantenidas en
su propio hato.

TRATAMIENTOS I x 109 1% 105 5 % 103 Testigo
Dias 0 15 30 0 15 30 0 15 30 0 15 30
T 0 100 86 o 18 27 o 0 o o0 o o
DD o 100 14 6. 18 73 0 10 60 0 0 0
AT 0 100 71 o s o 0 0 0 o’ o o
ME 0 8 100 o 0 18 0 0 0 o o @
FC o 8 100 o 18 o0 0o o © o 0 ©

T.~ Tarjeta; DD.- Doble difusidn en gel; IDR.- Inmunodifusidn radial; AT.~ Aglutinacién en tubo;
ME.~Aglutinacidn con mercaptoetanol; FC.~ Fijacibn de Complemento.
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DESCRIPCION DE LAS UNIDADES DE AISLAMIENTO Y APLICACION DE LAS NORMAS

DE SEGURIDAD REQUERIDAS PARA EL PROYECTO DE DESAFI0 DE

CAPRINOS CON Brucella melitensis.
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E1 1levar a cabo un desaffo para probar algun biolfgico desarrollade,
requiere de un cuidado extremo, especialmente en casos como el
presente en que se utilizaron microorganismos que pueden infectar al
humano. Esta parte del trabajo, se refiere a la descripcién de 1las
labores de adaptaci6n y aplicacién de las medidas sanitarias
necesarias en las unidades de aiSlamiento que albergarfan a 1las
caprinos vacunados y posteriormente desafiados, asf como las
actividades del personal que se ocupd del mantenimiento de los
animales.

1.- Descripcibén de las instalaciones.

La distribuci6n dentro de las instalaciones se muestra en el plano No.
1, estas cuentan con diez corraletas las cuales tienen una extensifn
de 4 X 4 mts. y se encuentran totalmente separadas una de otra con
acceso del personal por dos diferentes sitios, uno de ellos es una
puerta que comunica con el pasillo exterior y el otro comunica al
pasillo interior por medio de una doble puerta, ambas met&licas, pero
la segunda con vidrio para observacibén. Entre estas dos @(ltimas
puertas existe un espacio de 1.3 X 1.3 mts. aproximadamente en el cual
se encuentra un lavabo, una toma de agua y una ladmpara germicida; el
piso es de cemento y las paredes de ladrillos.

Alrededor de 1os cuartos existe un pasillo denominado exterior, el
cual se comunica en un extremo con el exterior de las instalaciones a
traves de una puerta y en el otro con el horno crematorio y con una de
las entradas a 1a sala de necropsias.

En el centro y a todo lo largo -partiendo las instalaciones en dos
partes- existe un pasillo denominado interior, el cual estd cerrado en
uno de sus extremos y comunica con 1a puerta principal por el otro, en
este se instalaron tapetes sanitarios a la entrada de cada corraleta
para desinfeccién del calzado del personal.

E1 horno crematorio cuenta con un quemador de diesel y se comunica con
las instalaciones por el pasillo exterior a través de una puerta por
1a que se eliminaron los desechos s6lidos de las instalaciones por
incineracién. '
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Las instalaciones cuentan con una sala de necropsias en 1a cual se
tiene una mesa de trabajo y un lavabo, estando cubierta en su
totalidad con azulejo para facilitar su lavado; esta sala tiene tres
entradas, una por la puerta principal, otra por la parte externa de
las instalaciones y la tercera que comunica al pasillo exterior.
Dentro de las instalaciones también se tienen tres almacenes, el més
grande (a) se destind al alimento y los dos restantes (b y c) al
equipo y material de uso diario. Junto a estos almacenes se tienen dos
bafios, en el primero se encuentran los retretes y lavabos y en el
segundo las regaderas para el personal.

La entrada principal consta de tres puertas, la primera al exterior,
la segunda que comunica al primer bafio y a la sala de necropsias y la
tercera que comunica directamente al pasillo interior.

En las instalaciones se tienen cuatro cisternas, dos de cemento y dos
de fibra de vidrio (plano 2). La primera (1) suministra el agua que se
utiliza en las instalaciones, las dos de fibra de vidrio retienen
todos los 1iquidos que se eliminan de éstas (2 y 3), permitiendo que
en la cuarta cisterna (4) se realice la desinfeccidn de estos 1iquidos
antes de ser eliminados.

Cabe mencionar que se requiri6 de tiempo y dinero para poder
acondicionar estas instalaciones, habiendo realizado también:
-Instalacién de cristales.

~Sellado con silicén de todos los vidrios tanto externos como internos.
-Instatacién de accesorios faltantes, tales como contactos, lémparas,
muebles de bafio, chapas, etc.

-Compra e instalacién de cisternas receptoras de liquidos de desecho a
base de fibra de vidrio.

-Inclusi6n de dos extintores.

-Adaptaci6n de cespols en cada corraleta para evitar el paso de
estiércol y materiales s6lidos al desagie.

-Reconstruccién del horno crematorio con ladrillo aislante y arreglo
del quemador.
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Plano 2 ‘
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2.- Circulacién de aire.

La circulacién de aire de Vas instalaciones se realiza por medio de un
extractor y un inyector, habiéndose estudiado y adaptado este sistema
por una compafifa especializada, lo cual garantiz6 su correcto
funcionamiento y efectividad.

a)Extraccidn de aire.

Dentro de cada corraleta y en la sala de necropsias existe una salida

de aire, éstas se juntan y desembocan a un filtro de malla que retiene
basuras, luego a un filtro de bolsa que retiene partfcuias grandes y a
un filtro absoluto, el cual retiene particulas pequefias y las
bacterias que se encuentren en el aire, posteriormente se envia el
aire al exterior. Cada uno de los filtros antes mencionados, puede ser
reemplazado peribdicamente para garantizar la efectividad del sistema.
b)Inyecci6n de aire.

El aire se introduce a las unidades por medio de un inyector y se
transporta por ductos, los cuales tienen diferentes salidas a los
pasillos interior y exterior. Asimismo se adaptaron rejilias a las
puertas que tienen acceso al pasillo interior para permitir un mejor
flujo de aire. Con el propésito de evitar la inyeccién de aire frio en
las é&pocas invernales, se instalé un sistema de calentamiento a base
de resistencias para que el medio ambiente se conserve templado.

Es importante mencionar que ambos sistemas se complementan y para
garantizar que.el aire de las instalaciones no escapara por presién
positiva, al sistema se le determind una mayor presién negativa.

3.- Eliminacién de desechos y desinfeccifn. »

La eliminacién de 1iquidos tales como agua, orina, etc. se realizé por
las tuberias de ias instalaciones hacia las cisternas de fibra de
vidrio y luego a la cisterna de desinfeccidn. En la coladera de cada
corraleta se instald una rejilla de solera y un céspol de fibra de
vidrio Tos cuales impidieron que el material sélido, como alimento,
cama, estiércol y otros obstruyeran los ductos del desaglie. La
cisterna de desinfeccién permitié el tratamiento de estos 1lfquidos
antes de ser eliminados.
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La eliminacién de estiércol y material sélido, se hizo por medio de
bolsas grandes y gruesas de pléstico, evitando asf el escurrimiento o
diseminacibn de este material fuera de los cuartos, 1levéndose al
horno crematorio donde fue incinerado.

Los cuartos fueron encalados antes y después de realizar el trabajo,
previa limpieza con agua y jabdn.

Las tuberias de eliminacién de 1iquidos asf como todos 1los
aditamentos, herramientas, comederos, bebederos, etc. fueron
desinfectados con sosa cdustica al 3% (53). E]1 sistema de ventilacién y
techos de las instalaciones se desinfectaron con gas toxico, producido
por la uni6n de permanganato de potasio y formaldehido (53).

Los overoles, toallas y gorros que se utilizaron dentro de ‘las
instalaciones, eran sacados en bolsas de papel selladas para ser
esterilizados por autoclave (15 libras de presién durante 45 minutos)
y posteriormente lavados para ser reutilizados.

Todos los animales requeridos en el trabajo fueron incinerados después
del sacrificio.

4.- Personal.

No se permiti6 la entrada de ninguna persona que no estuviera
relacionada con el desarrollo del experimento (sélo investigadores);
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&stos, se bafiaban tanto al entrar como al salir de las instalaciones
para evitar la entrada de gérmenes extrafios o 1a salida de la cepa de
desaffo.

Durante toda 1a duracibn del experimento, se mantuvo un botiquin para
primeros auxilios en el interior de las instalaciones, as{ como
soluciones desinfectantes para 13 piel y neutralizadoras de 1los
desinfectantes utilizados en el equipo para los casos de contacto
directo con la pie!‘del personal.

E1 trabajo desarrollado diariamente por los investigadores consistid
en realizar la limpieza de 1as corraletas, dar alimento y agua a los
animales y verificar el buen estado de salud de los mismos; asf como
también realizar los sangrados y actividades incluidas en el proyecto
de investigacion,

5.- Equipo auxiliar utilizado dentro de las instalaciones.

-Carretillas, palas, bieldos, escobas y cepillos.

-Bolsas de papel y pléstico gruesas.

-Toallas de bafio y jabones.

-Soluciones desinfectantes y antagénicas de las mismas,

-Botiquin de primeros auxilios.

-Botiquin veterinario.

-Indumentaria de seguridad: Overoles, botas, guantes, gorros,
cubrebocas desechables, lentes protectores y caretas pldsticas
transparentes.

-Tres recipientes grandes de fibra de vidrio.

Los tres recipientes se colocaron en el segundo bafio, permaneciendo
uno con solucibn desinfectante para sumergir el equipo de seguridad de
pléstico y 1los otros dos para escurrir dicho equipo después de
enjuagarse con agua corriente.
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