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SOBERÓN 'tOUARAK ALlClA.J>rotcrri(In ronfcridll por 111 \'lIfllllll 1{lISI d(' Ilr/lct'llll 
ahor/U." t'n cabras expuestas 8 la infección expt'rinll'ntal por /lrucel/a m(·lilt'n.th,(Ascsondo por: 
MVZ.l\1. en C. Ph. D. f'rRnrisco Suárez (;Oémcs. M\'Z. 1\1. ('11 C. I'h. f).Efrél1 f)íal Aparicio )' 
MVZ. Andrés Ducoing Watty). 

La brucelosls capnna causad;~ por Uruccl/lI fl/C/¡'CfI.\'/J es ulla de las ZOOIlOSIS mas I/Ilport,mles por 
los casos humanos que genera y por las perdidas econónllcas que causa a la ganadcna rulclonal l.a 
vacuna actualrncnte utih7..ailil es la Rev-I que dentro de sus pnnclpales II1com'elllelltes lI1c1u~ e el de 
producir anticuerpos que mterfiefen en las pruebas serodmgnostlcas comunes Se l'fllpel.mon a buscar 
otro tipo de Inmunogcnos y surgió la cepa mutante RB51 de IJ ahorlll.1 la cual carece dc la caden., 
"O" del hpopollsacándo (LPS) de la membrana externa y que ha Sido ampliamente probad.l en 
ganado bO\'lno pero su eficaCia ha Sido poco estudiada en capnnos El obJetiVO de este estudiO fue el 
de e"aluar la capacidad protectora de la vacuna RB51 en cabras desafiadas e"pernncnt.llml'Tltc con 
una cepa de campo virulenta de /Jrllcclla 1I/t''''I.!II.\I.\ ~e utlhl~lron 25 cabras adultas. hbres de 
bru~lll y nunca vacunadas. 10 de ellas gestanles Se dlndleron alcatonanll'Tllc en dos grupos. el 
Grupo I (7 gestantes y I! vacias) tile \ acunado con 4x (O: ullldadcs formadoras de colOnias (u f c ) de 
la cepa RB~ 1 de IJ anorlll.\" por via subcutánea y Gmpo 11 o no vacunado P gestamcs \ 7 \ aeJas) 
con solución salma esténl Tod.ls las cabras se IIlfectaron cxpenmentalmente en dos OC:1Sloncs (al dla 
53 y al día 118 posvacunaclón) con una cepa de campo de HruaJ/(/ mt"lllt'll.W hw\"arK.d.ld I (l¡,dO' 
U f e por ria cOIlJuntrvall Se colcctaron muestras sangullleas para :mallSl!> scrologlcos con la pl1lcba 
de ELlSA indIrecta con 3ntlgcno fUgOSO ~' pmcba de tarJe{¡, al 3°/{) con antlgcno IIs() r\ los I (,~ dm~ 
pos\'acunación las cabras fueron saCrificadas hUll\aJlItanamcnlc ~ se eolect~Holl muestras de 
Imfonódulos (submandibular. pn:cs~pular y retromamano). bazo. utero ~ glandula man41na para 
CUItI\'O bactenologlco Las colomas sospechosas de IInl('('//a se somelleron a pnlebas blOqUlllllC3S \ 
de fagotipificaclón. Los resultados mdican qUl~ la cepa de desafio se recupero en el 60°0 lk 1m 
anunalcs del grupo control y en 6.6% del grupo vacunado (p< O O I)~ la cepa vacunal no se recupero 
en nmguno de ellos La cepa de desafio cstuvo presente en los hnfonooulos suhmandlbulan:s del 
100% de los ammaks con aislamiento pOSltl\O. en bazo en el 33.~oo y en el resto de los organos 
analizados en el 16 6%.NlIIguna de las cabras gestantes ahortó En la prueba dl~ tarJet.l al :l~'o COII 

antígcno liso la serocon\'crsión aparecIó hasta el dia 7 después del seg.undo desafio en el 4RO 
() de los 

animalcs y no hubo diferencia Significativa (p> (JO,) en los porcentajes de seroposltl\'Id.'ld entre los 
grupos. En el EUSA indlfeeto con antígeno rugoso se obscrvo que el promediO de denSIdades 
ópticas obtenido fue significativamente mayor (p< O 01) en el grupo vacunado que en el control Los 
resultados de este trabajO mdlcan que el 93% de las cabras \'acunad.'ls 110 se mfect.'lron c.on la cepa de 
desafio. la vacuna no ocasIOno aborto y no indUJO la fOlTIlaCIÓn de antIcuerpos c\ldencmbles a tra\'l'S 
de la prueba de tarjeta y los anticuerpos prodUCidos se detectaron por la prueba de ELlSA IIldlrccta 
con anugeno de captura rugoso Estas características haccn que la ,"acuna RB51 contra la brucclosls 
caprina muestre ventaJas sobre la Re\ l. seiblandola como una pOSible altematl\a de \aCU1U1Clon 

contra esta enfcmlcdad aunque St' considera necesario realizar tn.1S estudIOS dirigidos a c\ aluar la 
duración dc la inmuntdad confenda por esta vacuna 

Palabras clave: Bmcclosis capnna. RBSI. Re\ I 

111 



íNOICE 
Resumen 
CAPÍTULO 
l. INTRODllCCIÓN 
1.1 Antecedentes históricos ................................................................. . 
1.2 Situación de la brucelosis humana en 

México ........................................................................................... . 
1.3 Situación de la brucelosis ClJ,rina en 

MéxicG" ......................................................................................... . 
1.4 Medidas de control y prenncíón a 

nivel nacíon.I. ................................................................................ . 
l.~ Vacunación .................................................................................... . 

pAGINA 

2 

3 

~ 

6 
1.5.1 Vacuna cepa Rev 1......................................................................... 6 
1.5.2 Desarrollo dt' nuevas v.cun.s........................................................ 6 
1.5.3 V.cuna cepa RB51......................................................................... 9 
2. MATERIAL \' MÉTODOS 
2.1 Anirnales........................................................................................ 1 J 
2.2 V .cun.ción.................................................................................... 1" 
2.3 Ohtenrión de mut'stras san2u1n".5................................................ 1" 
1.4 ~5.rio ................... , .. I.................................................................... 14 
2.~ Necropsia y obtención de muestras............................................... 1 ~ 
2.6 Estudio b.cteriológico................... .... ...... ....... ..... ......... ................. 1 S 
2.6.1 Procesamiento de órg.nos................................. ................ ............ 16 

2.7 Estudio sfrolópco ... ",................................................................... 17 
2.7.1 Prufb. d. tarjeta al JO/o............................................. ......... .......... 11 
2.7.2 Prutb. de EUSA indired............................................................ 17 
2.7.2.1 Estand.rización de ELlSA............................................................. 17 
2.7.2.2 Antigeno: preparación y pe2.do.................................................... 17 
2. 7.2.3 Sueros............................................................................................. I H 
2.7.2.4 Conjugado...................................................................................... 18 
2.7.2.5 Sustrato y lectura de ELISA.......................................................... ! 8 
2.8 Análisis est.distico........................................................................ 19 
J. RESlJLTADOS 
J.' Estudio b.cteriológico................................................ ................... 20 
3.2 Lesiones m.croscópicas................................................................ 20 
3.3 Abortos................... ......................................................... ............. 2 J 
3.4 Estudios serológicos...................................................................... 21 
3.4.1 Prueba de tarjeta al 3%................................................................ 2 J 
3.4.2 Prueba de ELlSA indirtcta.......................................................... 22 
4. DISClJSION................................................................................. 2J 
5. CONCLUSiONES........................................................................ 36 
6. LITERA TURA Cll'ADA .•••••••••••••••••.•••••• ".,................................ 37 
7. CUADROS \' FIGlJRAS............................................................. 46 

IV 



1.- INTI{OU(JCCI()N 

1.1 Antecedelltes IIistóric:os.- La brucelosis es una enfermedad de distribución 

mundial del grupo de las zoollosis que afecta a la mayoría de los animales 

domésticos, particularmente ganado caprino, bovino, porcino y ovino y que en 

detenninadas circunstancias el humano puede actuar como huésped accidental 

(FAO/OMS, 1986; Acha y Szyfres, 1986; García, 1987 ), No solamente por su 

significación desde el punto de vista médico sino por las hrraves pérdidas 

económicas que rcsicnh~ la industria ganadera, esta infección constituye un 

problema de carácter general. cuya gravedad ha ido en aumento debido a la 

poca importancia que se le da en muchos países (López, ) 991 ), 

Se cree que esta enf~nncdad era ya conocida desde los tiempos de 

Hipócrates, 400 años antes de Cristo, pero las primeras descripciones claras del 

padecimiento fueron hechas pOI' Cleghonl en 1751, Posteriormente duránte la 

guerra de Crimea (1854-1856) se observaron numerosos casos de fiebres 

prolongadas en los soldados las cuales erall cada ve/. más frecuentes en los 

países mediterráneos, prillcipalmente en la isla de Malta, El agentc causal fue 

aislado por David Bruce en 1886 a partir dcl bazo de personas lllucl1as por esa 

infección y lo llamó AlicrtJClJCClI,\' "'('/11('11.\'/,\, Sin embargo, tuvieron quc 

transcurrir casi veinte años para quc Zmnmit en ) 905 dctcnninara quc las 

cabras eran la fuente de infección para los humanus a través del cunsumu de 

sus productos lácteos que se expendían sin pateuTizar ni hervir en la isla de 

Malta (Ruíz, 1986), 



Dentro de los antecedentes históricos dc la brucelosls humana en México 

el Doctor Castañeda ( 1(86), en su obra menciona que en 1912. el Dr. Rcséndiz 

en la ciudad de Querétaro relacionó la apanción de una enfennedad 

caracterizada por fiebre prolongada y remitente en varios pacientes que atendía 

con la importación dc cabras murcianas al país cn 191 {) No fllc sino hasta 1(2) 

cuando Plúccrcs aisló al agcntc y confirmú la cxistcncia dc la cnfermedad en 

México (Ruíz, 1986 ). 

1.2 Situación de Itl brllt:eltJsi.\· IlIImllna ell ¡~/éxic(J.- La brucclosis humana ha 

sido encontrada en la mayoría de los estados de la República Mexicana y en un 

estudio seroepidemiológico realizado por López el al.. (1992) se reveló que la 

prevalencia global de brucelosis humana en México fue de 3.52% . Los datos 

de notificación oticial publicados en la Nonna Oficial Mexicana para la 

prevención y control de la brucclosis en el hombre (NOM-022-SSA2-1994) 

indican que la morbilidad en México registró una tasa promedio de 6.9 casos 

por 100,000 habitantes en el periodo comprendido de 1988 a 1993, 

registrándose alrededor de 6,000 casos por año. Según el Sistema tJnico de 

Infonnación para la Vigilancia Epidemiológica de la Dirección General de 

Epidemiología de la Secretaría de Salud, (1997), entre los allOS de 1994 a 1996 

se notificaron 87 I 4 casos de brucelosis humana y los estados de la República 

Mexicana más afectados por orden de importancia fueron: GuanJjuato, 

Durango, Coahuila, Nuevo León, Sinaloa, Michoacán, Puebla, Tamaulipas, 

México, Sonora, Jalisco y V cracnaz. 
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En cuanto a la mortalidad en humanos por brucclosis, el promedio de 

defunciones registrado entre los años de 1991 a 1994 fue de JI. Se estimó que 

los casos anuales de brucelosis ocasionan gastos cercanos a $1,000,000.00 de 

pesos sólo por concepto de diagnóstico y tratamiento inicial, sin cuantificar el 

costo social, laboral y las muertes que ocasiona (NOM-022-SSA2-1994). 

Estos datos se consideran subestimados en un 30% debido a la escasa 

notificación de la enfennedad principalmente en las zonas rurales en donde hay 

carencia de servicios médicos (Báez, J 995; Salrnan,1995). 

1.3 Situació" de la brucelosis caprina e" México.- La brucelosis capnna 

causada por nnlCclla melllen.H.'i es considerada la más relevante en el pais por 

el b'Tan número de casos humanos que ocasiona, ya que además de ser la más 

patógena e invasiva para el humano, el ganado caprino se encuentra 

diseminado en todo el territorio nacional principalmente en fonna de rebaños 

que se desplazan en áreas extensas en busca de alimento o como parte inteb'Tal 

de actividades de "traspatio"(López, J 99 J ). Si bien la JJ. meltlL'llslS afecta 

principalmente a caprinos y cn grado variable a ovinos, es también fácilmente 

transmitida al ganado bovino que tienc contacto con esta especie. La 

importancia de la brucelosis en las cabras radica en las mermas económicas que 

ocasiona a través de la pérdida de cabritos y disminución en la producción 

láctea (Sánchez, 1988) ya que en 1994 y de acuerdo a los datos proporcionados 

por la Secretaría de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural y publicados en 

la NOM-022-SSA2-1994, se estimaron pérdidas anuales de cuatro millones de 

pesos sólo por concepto de abortos. Sin embargo, el mayor impacto resulta de 

.1 
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la cnfcnncdad en el hombre por el alto costo en el tratallllcnto, la pérdida de' 

horas de trabajo, costos de hospitalización y diagnóstico entre otros ya que 

afecta primordialmente a la población económicamente activa (López, 1991 ). 

A pesar de lo anterior, a la brucelosis caprina no se le ha dado la 

atención que realmente merece y casi toda la atención ha sido dirigida hacia la 

enfennedad en el ganado bovino. Existe poca infonnación actualizada sobre la 

situación de la enfcnnedad en el ganado caprino en México. Según los datos 

de la Comisión Nacional para la Erradicación de la Tuberculosis Bovina y 

Bmcelosis (CONETB), en 1994 se estimaron las siguientes tasas dc 

prevalencia de bnacelosis caprina cn los estados de la República Mexicana: 

Baja California Nortt y Sur 

Sonora. Sinaloa. Coahuila. NUfVO Lrón. 

'famaulipas. Colima. Jlidalgo. Mhico, 0.7 - 5.5 % 

ChiapaJ. Taba!co. Camprchr. Yucatán y 

Quintana Roo. 

Chihuahua, Zatatecas. Aguasealitntts. 

Jalisco, Guanajuato. Quuftaro. Guerruo. l\I ichoadn. 5.5 - 10.5 e/o 

Morelos y Tlauala. 

Durango y San Luis Potosí. 10.5 - 20.3 % 

Oasaca. 20.3 - JO. 1 % 

Vtracruz y Putbla JO.I - 40.0 % 

FucnlC: CONETo. I'J'J I 

De acuerdo a las cifras obtenidas en el Censo realizado en 1991 por el 

Instituto Nacional de Estadística, Geografla e Infonnática (INEGI) el número 



I.!stimado de cabezas de ganado caprino file aproxlIlIadalllclltc de (, milloncs y 

la cobertura de vacunación y diaJ:!nóstico de brucclosis alcanzó escasamente el 

t .9% del total (Díaz, 1(94). De acuerdo al Consejo Técnico Consultivo 

Nacional dc Sanidad Animal (CONASA, 1(95), en 1994 se estimó una 

cobertura del 4% y para 1995 ésta aumentó al t 1.3 % 

lA ~/edida.5 de cOlltrol y prevellcióII de la brucelosis caprilla a IIivel 

nacional.-En el m10 de 1970 se instituyó oficialmente la Campaña Nacional 

contra la Brucelosis Animal en México y fue publicada l~n el Diario Oficial de 

la Federación hasta el 28 dc abril de 1981 en acuerdo por el cual se establece 

en todo el territorio nacional con carácter obligatorio general y pennanente 

(Consejo Técnico Consultivo de Sanidad Animal. 1(94). En septiembre de 

1993 se instituye la Comisión Nacional para la erradicación de la Tuberculosis 

Bovina )' Bnacelosis (CONETB) que junto con la Dirección General de Salud 

Animal y las Delegaciones de la Secretaría de Agricultura y Recursos 

Hidraúlicos (en la actualidad Secretaría de Agricultura. Ganadería y Desarrollo 

Rural) tienen como función la aplicación de las disposiciones contenidas en la 

entonces Norn13 Oficial Mexicana de Emergencia NOM-EM-O 1 t -ZOO- t 994 

(actualmente NOM-04 t -ZOO-19(5) denominada Campai'\a Nacional contra la 

Brucelosis en los Animales. La NOM tiene por objeto establecer los 

procedimientos, actividades, criterios, estrategias y técnicas para el control de 

la bmcelosis en el ganado bovino, caprino, ovino y porcino, en todo el territorio 

nacional. 
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I.~ VllCllIIlldáll.- Al ser México 1111 país que 110 cucnta COI1 las características 

necesarias para establecer un programa de erradicación como serían: baja 

prevalencia de la entennedad, infraestructura e instalaciones adecuadas y 

recursos económicos ilimitados, las principales estrategias en las que se basa la 

Campaüa nacional estún dirigidas hacia el control y prevención a través de la 

vacunacion masiva de los animales y la aplicación de pruebas diagnósticas para 

la identificación de reactores y su virtual eliminación (FAO/OMS, 1986; NOM-

041-Z00-l995 ). 

l. J.I VII('U"" Rev 1.- En la actualidad la única vacuna disponible para el 

control de la brucelosis en caprinos es la preparada con la cepa viva atenuada 

Rev l. El origen de esta cepa se remonta al arlo de 1953 cuando Elberg y sus 

colaboradores en la Universidad de Berkeley, Califomia empezaron a trabajar 

con una cepa dependiente de la estreptomicina que a su vez provenía de la cepa 

6056 de JJru('ella meh/ensl.\' biovariedad I y decidieron re\'ertirla hasta lograr 

escasa virulencia y por clonación obtuvieron una cepa para experimentos 

futuros en ovinos y caprinos y la llamaron Rev 1 ("Re\'ersion one"). En 1958 

file probada por primera vez en Córdoba, Esparta y oficialmente 15 años más 

tarde en ese mismo pais (Crespo, 1994). La cepa Re\' 1 es de baja virulencia 

para caprinos y ovinos, no revierte a patógena por pases continuos (Alton el 

al., 1967) y confiere protección duradera hasta por 4.5 31tOS (Alton, 1968 ). Sin 

embargo, al ib'ual que la cepa 19 de 13rucclla aho/'lus utilizada para la 

inmunización de ganado bovino, la cepa Rev 1 tiene ciertas caracteristicas 

indeseables en su uso. La aplicación de la dosis completa de Ixl O'·) \Ulidades 

fom13doras de colonias (u.f.c.) por vía subcutánea (s.c.) en cabras gestantes 



puede ocasionar serios problemas de abortos (Alton y Elbcrg, 1967 ; Elberg, 

1981), pucde persistir cn nódulos linülticos y eliminarse por leche durante 2 Ó 

más lactacioncs (Alton, 1985 ) Y además cs virulenta para humanos (Blasco el 

al., 1993). Aunque existe la altemativa de rcducir el númcro de ahortos en 

cabras gestantes al aplicar la dosis reducida (lxl05 u.f.e.) por vía s.c. (Alton, 

1(70), algunas investigaciones han revelado que el momento de la vacunación 

durante la gestación influye en la mayor o menor presentación de abortos. En 

un estudio realizado por Díaz, el al., (\990) se vacunaron más de 5,000 cabras 

en su segundo y último tercio de la gestación con la dosis reducida por vía s.c. 

y los propietarios de los animales no notificaron abortos. Por otro lado, 

Jiméncz de Bagüés, el al., (1 (89) mencionan quc la vacunación en borregas 

con dosis reducida por vía s.c. cn las primeras etapas dc la gestación produjo 

un elevado número de abortos a diferencia de aquellas que fueron vacunadas 

con la misma dosis y vía t •• el último mes, las cuales manifestaron un lIluy 

bajo por<;entaje de abortos. 

Probablemente y a nivel práctico la principal desventaja de la vacuna 

Rev 1 es la de inducir la producción de anticuerpos persistentes durante 

periodos indefinidos en animales adultos (Alton, 1970), los cuales interfieren en 

la correcta interpretación de las pmebas serodiagnósticas comúnmente 

utilizadas y a su vez dificultan el buen desarrollo de las campatias para el 

control dI,! la brucelosís. Algunos autores mencionan que al aplicar la dosis 

co.nn! .. ta nl\r "í ... ., l' II\~' tí. ,,1,.,,: ,1 .. "I,t;"''''M'O'' t'\O""a"l"lal"~' .'\r ........ n."tl "'1" ."p ""~ pUl .'U .:J....... IVJ '.lUIV":' ..... """ un ...... "''''. p ~ t-' ..., ..... u " .. ' p. \,;.:,... ... 11\41.1. III u 

duración variable aunque disminuyen a niveles mínimos a Jos 4 meses 

posvacunación (Mancera el al., 1992 ). En cambio otros como Alton y E1berg 
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( 19(7): Casas Olascoaga ( 1976), rcflercn que los títulos se vuelven negativos a 

partir de los 6 meses etl la mayoría de los animales y etl el resto de ellos al año. 

Con la dosis reducida los antÍ4.:ucrpos vacunales ya no SOIl detectables con las 

pruebas scrodiagnósticas usuales entre los 3 y 7 meses posteriores a la 

vacunación (Alton, 1970 : Díaz e( 01., 1(84) pero aún así, sigue existiendo el 

problema de persistencia de anticuerpos posvacunales con la consiguiente 

dificultad de interpretación de las pruebas. 

/.5.1 IJe!tarrollo Ile mU!l'a.\· l'lICllna.f.- Desde hace vanos años 

diferentes grupos de investigadores iniciaron la búsqueda de nuevas vacunas 

que superaran las desventajas de las utilizadas en la actualidad. Varios de estos 

trabajos están enfocados hacia el desarrollo de cepas rugosas Illutantcs con las 

características ideales de una vacuna. es decir: altamente atenuada, no producir 

infección persistente ni aborto. no eliminarse a través de la leche, came y 

secreciones, tener capacidad imllunogénica efectiva y duradera, no revertir a 

virulent41, ser apatógena para el humano y no producir anticuerpos que 

interficran en la interprctación de las pruebas serodiaf:mósticas de uso común 

(Schl1rig, 1994). Entre estas cepas mutantes destacan las desarrolladas a través 

dc mutagéncsis por transposición a partir de R. ahortlls cepa 19 (Tn5 Lac Z 

[rn3] ) y cepa 2308 (Tn5 Lac Z (m 106] ) (Smith and Heffron, 1987) y la cepa 

RB51 dc H ahOl'lllS obtenida por pases repetidos en medios adicionados con 

antibióticos (Schl1rig et al., 1991). En fechas más recientes y todavía en una 

etapa inicial de experimentación se están desarrollando otras como la cepa 

ópurh' 20 I de B. meliten.\'I.\· que se obtuvo por supresión del operon pllrEK 

cuya carencia impide a IJ. me/i/ensis multiplicarse en monocitos humanos y 



pcnnite su rápida eliminación del bazo de ratones infectados lo que la convierte 

en candidata para la vacunación contra la brucelosis en humanos y caprinos 

(Olsenelal., 1(97). 

1.5.3 Vacllna ('epa R85/.- Debido a las desvcntajas de la cepa Rev 1, 

desde hace vanos años un grupo de investigadores encabezados por el Dr. 

Schurig iniciaron una serie de estudios encaminados a producir una vacuna 

derivada de una cepa mutante que no ocasionara o al menos redujera los 

efectos adversos antes mencionados. De aquí surgió la cepa rugosa RB51 cuya 

principal característica es que carece de la cadena "0" del lipopolisacárido 

(LPS) de la membrana extem:.l (Schurig el al., 199 1). El LPS cubre casi la 

totalidad de la membrana extema de las Ul1Icellus en fase lisa (Díaz, 1993 ) Y 

el antígeno "O" es un homopolímero de perosamina que fonna parte del LPS 

(Bundle el al., 1987 ) Y al parecer es el antígeno imnunodominante ya que la 

mayor proporción de la respuesta de anticuerpos de los animales infectados o 

inmunizados con especies de Hl1Icellll en fase lisa va dirigida contra este 

antígeno (Díaz et al., 1981 ; Schurig el al., 1991 ). La I;epa RB51 se obtuvo por 

pases repetidos de la cepa virulenta 2308 de H ahortlls en soya tripticasa 

adicionada con 1.5% de agar y diferentes concentraciones de rifampicina o 

penicilina. La metodología utiliL'..ada se describe como sigue: después de 3 

pases de IJ. aborllls 2308 en el medio adicionado con 50, 200 Y 400 ).1g1ml de 

rifampicina respectivamente, crecieron colonias con morfología rugosa lo que 

se constató por el consumo de cristal violeta y autoaglutinación en acriflavina. 

Una de estas colonias identifícada como RB fue sometida a varios pases en 

diversas concentraciones de rifampicina (125 J.1g1ml ) y penicilina (20 J.1g/ml) 



hasta obtener la cepa RR 19 la cual carecía de la habilidad para reaccionar con 

un anticuerpo monoclonal específico (BRU38) para la pcrosamina de la cadena 

"O" del LPS de las especies lisas de Hnu.:ella . La cepa así obtenida se sometió 

a nuís pases en medio TSBA sin suplementar para estabilizar la mutación hasta 

llegar finalmente a la cepa RB51 (Schurig. et al., 1991). 

A continuación se presentan las características bioquímicas de la cepa 

RB51, de su cepa de origen ( H ahor/lIs 2308) y otras cepas de H ahortll.\': 
_. 

Prueba RB51 2308 19 45/20 

bioquímica (rugosa) (lisa) (lisa) (rugosa) 

Ureasa + + + + 

Ol.idasa + + + + 

Reducción de nitrato - + - -
Crecimiento con 0.5°/0 + + • + 
de eritritol 

Susceptibilidad a - + + + 
rifampicina 

Tomado de: Schung, et al., (1991) 

Los estudios de Schurig, el al., (1991) Y Stevens, el al., (1995) 

demostraron que en ratones infectados por vía intraperitoneal con 1 x 1 Ol! uJ.c. 

de RB5 t, ésta ya no se IOb'TÓ aislar del bazo al ténnino de 4 semanas después 

de la infección. Estudios realizados en vacas inoculadas con una dosis de 

1 x 1 Ol! - 1 x 1 09 u.f.c. de RB51 y desafiadas con la cepa virulenta 2308 de B. 

ahorllls al quinto mes de gestación no manifestaron aborto (Cheville el al., 
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1993). Pahner, el al. (1995) mencionan que la inoculación de IxIO'} uJ.C. por 

vía s.c. dc RB51 no ocasionó Icsioncs severas a nivel de placenta ni aborto en 

350 vacas gestantes. Jil11énez de BagOés, el al. (1994) indican que la cepa 

RB51 protegió a ratones contra la infección con cepas vimlentas de B. ahorlus, 

B. melilem·I.\· y B. ovi.\·. En otro estudio hecho por Roop, el al.. (1991) 

inocularon in IIlero a 6 fetos de cabras gestantes en el último tercio, con tres 

diferentes dosis de RBSl y ninguna presentó aborto. La cepa RB51 ha 

demostrado ser muy estable tanto ill vil ro como m vivo y no revierte al fenotipo 

liso (Roop et al., 1991 : Schurig et al., 1991). Por su característica de carecer 

de la cadena "O" del LPS de la membrana cxte01a, la cepa mutante RB51 no 

produce anticuerpos que reaccionen en las pruebas serodiagnósticas de uso 

común ( aglutinación en tubo, aglutinación con mercaptoetanol, prueba de 

tarjeta, fijación de complemento) en las cuales se utiliza como antígeno a la 

cadena "O" (Enright el al., 1990 ~ Roop el al., ¡ Q91 ; Chevillc L'I al., 1992 ; 

Cheville el al., 1993) . Este hecho sib'l1ifica que cualquier reacción positiva a 

estas pruebas de uso comun pennitc diferenciar a los animales infectados en 

to0113 natural de aquellos vacunados con RB51. 

En la actualidad, la vacuna RB51 ha sido probada en ganado bovino y 

por sus características ha demostrado ser ulla buena altemativa de vaclUlación. 

Sin embargo, su eficacia en el ganado caprino aún no ha sido establecida en 

forma suficiente lo que se refleja en el escaso número de estudios e 

investigaciones realizados en esta especie. 
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Es necesario valorar otro tipo de biológicos como la vacuna RB5) que 

otrece ventajas de uso sobre la cepa Re\' I utilizada para la vacunación del 

ganado caprino en la Camprula Nacional contra la Brucelosis Animal en 

México, ya que puede ocasionar problemas de aborto y dificulta la 

diferenciación de los caprinos infectados naturalmente de aquellos vacunados al 

aplicar las pruebas serodiagnósticas utilizadas en la Campaña. 

Los principales objetivos de este estudio fueron los de evaluar la 

capacidad protectora de la vaCWla RBSI de /J. ahar/lIs en cabras desafiadas 

experimentalmente con una cepa vindenta de H. melllcllsl.\'. así como demostrar 

que los rulticuerpos producidos en respuesta a la vacuna no son detectables con 

la prueba scrodiagnóstica truniz oficial para caprinos establecida por la 

Crunpaña Nacional contra la Brucelosis Animal en México (prueba de tarjeta 

al 3%). 

12 



2.- MATERIALES \' Mf:TODOS 

2.1 Animales. Se utilizaron 25 cabras adultas mestizas. 10 de ellas gestantes y 

todas procedentes de un rebaño libre de bruccla , nunca vacunadas y evaluadas 

previamente con las pruebas serológicas de fijación de complemento (Alton el 

al.,1988) y la prueba de tarjeta usando antígeno de rosa de Bengala a una 

concentración celular del 3%" (Díaz, 19(3). El diagnóstico de gestación se 

realizó con un aparato de ultrasonido de imagenh a los 66 días de la monta. 

Desde la vacunación hasta poco antes del traslado para el desafio, las cabras 

fueron alojadas en un corral situado en el Centro de Ensctlanza, Práctica, 

Investigación y Extensión en Rumiantes (CEPIER) situado en el Km 28.9 de la 

carretera federal México-Curmavaca, Topilejo, México, D.F. y que pertenece a 

la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Uni"ersidad Nacional 

Autónoma de MéXICO. El desafio se llevó a cabo en las unidades de aislamiento 

del Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Microbiología 

Veterinaria (CENID), del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y 

Ab'Topecuarias (SAGAR-INIFAP) localizado en el Km J 5.5 de la carretera 

federal México-Toluca México, D.F. en donde fueron mantenidas hasla el 

momento de su sacrificio. La alimentación de los animales durante todo el 

experimento consistió de heno de avena y una mezcla de sorgo. soya y maíz 

molidos, administrados dos veces al día yagua a libre acceso. 

• PRONABIVE.MEXICO. 
b Tokio Keiki LS 1000 



2.2 VlICIIIUlciá". Las cabras se dividieron aleatoriamente en dos grupos: 

Grupo 1. fonnado por 15 animales (7 gcstantes con 80 í 8 días de gestación) 

inyectados por vía subcutánea en la reglón axilar con la \'acuna RB51 de 

81"11ce/la ah()rtlls' y a una dosis de 4x 1 O 1(1 unidades fonnadoras de colonias 

(uJ.c.) (Jiménez de Bagüés e/ al., 1994) administrada ell 20 mi de solución 

salina fisiológica estéril aplicando 10 mi de cada lado; Grupo 11 con 10 

animales (3 gestantes) inyectados por la misma vía. dosis y zona con solución 

salina fisiológica estéril. Ambos grupos se alojaron juntos durante todo el 

experimento. 

2.3 Toma (le mllestras .mngllíneas. Se obtll\'ieron 1 ° mi de sangre de cada 

animal por venopunción yugular en tubo y aguja vacutainer sin anticoagulantetl 

en los días 0, 7, 15, 30, 45, 60, 90, 128, 150 Y 165 a partir del día de la 

vacunación. La sangre se centriftlgó a ;)000 rcvoluciones por minuto (rpm) 

durante 15 minutos y del suero se obtuvieron alicuotas en tubos ('ppc:"clo~l 

que se mantuvieron en congelación para los diferentes análisis serológicos. 

2.4 Desafío. El primer desafio se realizó al día 53 después de la vacunación 

(PV) en las unidades de aislamiento del CENID-Microbiología que constan de 

9 corrales de piso de cemento, separados y totalmente cerrados con sistema de 

ventilación y flujo de aire positivo hacia un pasillo limpio y flujo de aire 

negativo hacia un pasillo "sucio ", además cuenta con almacén de alimentos, 

sala de necropsias con salida hacia un homo crematorio. vestidor y regaderas. 

• Donada por Laboratorios Lilloll de México 
d Becton & Dickinson. 
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Se utilizó una cepa de campo de Nruc('IIa 111('!t(('IlSI.\ biovariedad 1 (f~lse 

lisa, virulenta) aislada de cabras infectadas en fonna natural provenientes de 

Torreón, Coahuila, México. El conteo se realizó por el método de Miles y 

Misra (Altoll e( al., 1988) y todas las cabras recibieron una dosis de 9xl05 

uJ.c. en 20 ~t1 de solución salina estéril instilada con micropipetaC en el saco 

conjuntival del ojo derecho. Al día 1 18 PV y 65 días después del primer 

desafio (D 1) se realizó un segundo desafio (D2) con la misma cepa, dosis y 

bajo las mismas condiciones que el primero y al día 168 PV (50 días después 

del D2) se procedió al sacrificio humanitario de todos los animales. 

2.5 Necrop.fia y obtención de mllestras. Se realizó la necropsia a todos los 

animales para su inspección extema e inlema. Se colectaron muestras de los 

siguientes órganos para estudios bacteriológicos: linfonódulos (submandibular, 

preescapular y retromamario), útero. glándula mamaria, y bazo. Las muestras 

fueron b'uardadas por separado en bolsas dobles de polietileno. identificadas y 

congeladas hasta su utilización. 

2.6 Estudio bacteriológico. La preparación, siembra e incubación de las 

muestras de los órganos para aislamiento se llevó a caho en el laboratorio de 

Bioseguridad del Departamento de Microbiología de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autónoma de México, el 

cual cuenta con un gabinete de seguridad BLi con flujo de aire laminar y 

lámparas de luz ultravioleta. 

r Gilson Pipctman. 
r Labgard Class JI Tipo NB) NuAirc Ine PI~llloulh. Minncsota.USA. 
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2.6./ I'rocesa",ielllo (le órganos: (1) se limpiaron los órganos con t i.lcras 

y pinzas para climinar ~'Tasa y tejido sobrante; b) cada mucstra se Illtrodujo en 

alcohol al 70% y se flameó con un mechero para eliminar los posibles 

contaminantes; e) se cortaron en fragmentos pcqueños y se colocaron en bolsas 

dobles de polietileno estériles; d) se at)adieron 10 mi de solución salina estéril 

a cada bolsa; e) se colocaron en un macerador de tejidos~ y se completó la 

maceración con un rodillo de madera; J) se tomó con hisopo estéril una 

muestra de liquido de cada bolsa y se distribuyó unifonnemente en las cajas 

para cultivo con medio de Farrell, sembrando dos cajas por órgano. El medio 

de Farrell contiene: agar bmcellah adicionado con un suplemento selectivo de 

antibióticos· compuesto por 2 500 U.1. de sulfato de polimixina B, 12 500 U. 1. 

de bacitracina, 50 mg de ciclohexamida. 2.5 mg de ácido nalidíxico, 50 000 

U .1. de nistatina y 10 mg de vancomicina~ g) las cajas sembradas se colocaron 

en incubadoral a 37 e durante 10 días. La mitad de las cajas se incubítron con 

5-10% COz Y la otra mitad sin COz i h) la revisión de las cajas se inició a las 48 

hrs y se resembraron en medio de Farrell las colonias sospechosas. Los cultivos 

que no desarrollaron crecimiento después de 10 días se desecharon; 

i) se hicieron frotis y tinción de Gram de las resiembras; j) los frotis que 

mostraron características del género Hrucella (cocobacilos pequeños, Gram 

negativos) fueron sometidos a las pmebas bioquímicas recomendadas (Alton el 

al., 1988) como son: requerimiento de COl, producción de H2S , utilización de 

TSI y Citrato y producción de Ureasa : también se realizó la identificación de la 

g Stomachcr 400.England. 
h Difco l..aboratorics. 

I OXorD Lnboratorics.England. 
J NuAirc MU 3700. 
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cepa con aglutimu.:iún por antlsucros 1\ y M~' . crccimiento cn presencia de 

colorantes (tionina, fucsina, safranina ), prueba de acriflavina para 

detenninación de hlSC lisa o rugosa y scnsibilidad a lisis por fagos lb l 
. Wb l

, 

RIel, Filll , BKIlI (Corbel, 1984). 

2.7 Estlldio ~·erológico. 

2.7./ Se realizó la prueba de tarjeta con antígeno liso de nrucdla 

ahortll.'i al 3% (Diaz. 1993) a todos los sueros obtenidos posvacunación (PV) y 

posdesafios (PD I Y PD2). 

2.7.2 La prescncia de anticuCIVOS contra la ccpa rugosa \ acunal de RB51 

fue evaluada mediante inmunoensayo enzimático indirecto (ELlSA) utilizando 

como antígeno de captura una cepa en fase mgosa avimlenta mutante por 

transposición de Hrucclla ahar/wi S2308 : : Tn5 11 • 

2. 7.2./ Estaudar;;,a,ió" de la prueba de 14'I,IS,.1. 

2.7.2.2 A"tígeno:Preparación y pegado a Itl microplaca.- El antigeno 

se preparó a una concentración celular del 4~ó en solución amortiguadora de 

fosfatos 10 mM pH 7.2 (PBS), se estableció la dilución óptima del antígeno que 

fue de 1: 100 en PBS y se colocaron 100 pi de esta dilución en cada pocillo de 

las microplacas de poliestircno l1
. Se cubrió cada microplaca con papel 

autoadherible y se incubaron toda la noche a 37C. Al siguiente día se lavaron 3 

veces con PBS-Tween (PBS+0.05% de Tween 20) en un lavador de 

l National Vctcnnan' Serm;es. 
I Donados por Instillit National de la Rccherchc AgronOI1\H!lIc.Paris.Francl:I 
m Donados por Central Yeterinal)' Laboratol)'. \Veybridgc.UK 
ti Donada por L.A. Garl}' Adams. Texas A&M Um\'ersil~, 
,1 Nune-Immunoplatc Maxlsorp F96, 
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microplacaso y COl1l0 bloqueador se utilizo ulla solución de albúmina al 1% 

diluida en I (lO mi de PBS pH 7 2 de la cual se colocaron I OO~d en cada pocillo 

y se incubaron a J 7C toda la noche y se volvieron a lavar J veces con PBS-

Tweell. Las miciOplacas se cubrieron con papel autoadheriblc \' se 

almacenaron en refrigeración él 4 e hasta la realización de la pmeba. 

2.7.2.3 SlIeros.- Se detenninó la dilución óptima de los sueros problema 

en 1:200 con (lBS pH 7.2: se utilizó un suero control positivo y uno control 

negativo y todos se prepararon por duplicado. Se colocaron ) OO~l) de suero en 

cada pocillo y las microplacas se cubrieron y se incubaron a J 7C durante 60 

minutos y posterionnente se lavaran con PBS-Tween. 

2. 7.2.4 COlljllgado.- Se utlizo Anti-lgG de cabra obtenida cn concJo 

conjugada con pcroxidasa" cn una dilución de ) :2000 cn PBS y sc colocaron 

) 0°111 por pozo. Las microplacas sc cubrieron con papel autoadherente y se 

incubaron a 37C durante 60 minutos y se lavaron 3 veces COIl 100pl de J>BS .. 

Tweel1. 

2. 7.2 . .l SlIstrato y lectllrl' lle ELISA.- Sc preparó una solución con 5.48 

g de 2,2'-Azino-di-(ácido 3-etilbcnztiazolina-6-sulfónico) (ABTS)P en SU mI de 

citrato de sodio 0.05 M pH 4 que sc mantuvo almacenada a 4C y a la cual se 

adicionaron ) 9 pi de ~h01 al 1.2% al momento dc su utilización. A las 

microplacas ya lavadas s{" les adicionaron 1 OO~lI de sustrato preparado. se 

dejaron a temperatura amhiente durante 15 minutos y se detenninó la densidad 

óptica (D,O.) con el lector de microplacas lJ a una longitud dc onda de 405 nm . 

• ' Bio-Rad Immunowash 1250 
l' Sigma Chcnucal Co. 
ti Bio-Rad 3550. 
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Se calculó la media de las lecturas de las dos repeticiones, !o;c obtuvo el 

promedio y la desviación estándar por día de muestreo y los valores se 

graficaroll por grupo vacunado y no vacunado. 

2.8 Análisis e.ftadlstico. 

Con los valores promedio de D.O. obtenidos en la prueba de ELlSA se realizó 

un análisis estadístico descriptivo y análisis de varianza para un modelo 

factorial (vacunación y tiempo posvacunación) en el paquete Sistema de 

Análisis Es~adístico uSAS", versión 6.04 (1990) . 

Para establecer diferencias de los porcentajes obtenidos en: aislamiento de cepa 

de desafio, aislamiento por órganos y seropositividad a la pmeba de tarjeta al 

3% entre el grupo vacunado y grupo control. se aplicó un análisis para tablas 

de contingencia (probabilidad exacta de Fisher) (Siegel, 1982). 
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3.- REStrLTADOS 

3.! Estudi(} bacteri(}lógico. Como resultado del CUltiVO, identificación y 

fagotipificación (Cuadros I y 2) de las colonias sospechosas obtenidas en los 

órganos anali7..ados, la cepa de desafio IJnu:el/a mclllellSH biovariedad 1 se 

aisló en 7 de los 25 animales expuestos (28%). La cepa vacunal de Hnu:el/a 

ahortlls R851 no se recupcíó en ninguno de los animales (Oo,ó). En la Figura I 

se puede apreciar que en el b'TUpO vacunado solamente se aisló la cepa de 

dt!safio en una sola cabra representando el 6.6% y en el gmpo control se aisló 

en 6, lo que corresponde al 60% (p<O.O 1). 

En cuanto al porcentaje de aislamiento a partir de los diferentes órganos 

y como se muestra en la Figura 2, la cepa de desafio estuvo presente en los 

Iínfonódulos submandibularcs (SM) del 100% de los animales con aislamiento 

positivo; en bazo (8) en el 33.3~'ó yen útero (UT), Iinfonódulos precseapulares 

(PE), retromamarios (RM) y glándula mamaria (GM) en el 16.6%. En la cabra 

con aislamiento positivo del grupo vacunado, la cepa se aisló en el SM 

(p< 0.01) Y UT (p>0.05) y en las 6 del gmpo control se aisló en SM (6) . PE 

(1), RM (J), GM (1), Y B (2) (p> 0.05) Y en una de las cabras del gmpo control 

se aisló en 4 de los 6 órganos analizados. 

3.2 Lesionej' macroscópicas. No se observaron lesiones extemas en los sitios 

de vacunación (región axilar) y a la necropsia no se observaron cambios ni 

alteraciones macroscópicas en los órganos illtemos, principalmente del sistema 

reticuloendotelial. 
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J.J Aborto.\'. De las 10 cabras gestantes, <) paneron crías normales y a término, 

a excepción de una cabra perteneciente al grupo vacunado que abortó gemelos 

Illuenos aproximadamente a los ):n días de gestación (65 días PV y )) días 

PD 1). Los productos abortados resultaron negativos al aislamiento de Urucella 

después del análisis bacteriológico de contenido abomasal, bazo, hígado y 

pulmones. 

3.4 E.'itlldio.\' .\'erológico~'. 

3.4. J Resultados de 1(1 prueba de t(lrjeta al 3~o COII atltígello liso: No 

se presentó seroconversión en el 1000,,'0 de los animales correspondientes a los 

días O, 7, 15, 30 Y ~5 posteriores a la vacunación (PV). El 100°'0 de los sueros 

de los animales de los días 7, 15,30 Y :'7 después del primer desafio (POI) 

también resultaron negativos. Sin embargo, el 48% del total de los sueros 

probados después del segundo desafio (PD2) (días 7 \ 15. 30 Y 45) resultaron 

positivos a la pmeba (.'iKura 3), Al anali7.nr estos resultados por gnapos 

(Figura 4) se observo que en el gmpo vacunado la seropositividad inició en el 

6.6% de los animales al día 7; en el 13.3% en los días 15 y 30 respectivamente 

yen el 40% al día 45 PD2. En el gmpo control, el 40% de los animales fueron 

positivos al día 7; 40% al día 15 y 60% al día 30 y 45 PD2. No hubo diferencia 

significativa (p>0.05) en los porcentajes de seropositividad PD2 entre el g11lpo 

vacunado y el gmpo control. 
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3.4.2 Re.mIIQt/o.\· de Itl prueba de El.I.\~¡1 illt/ireCItI COII tllll/gello ,ugo.m: en la 

Figura 5 se ilustra el promedio dc las densidades ópticas (D.O.) de los sueros 

de los animales del grupo vacunado y grupo control obtenidas en el lector de 

microplacas. El grupo que recibió la vacuna Rll51 presentó el promedio de 

D.O. más altn en comparación con el grupo no vacunado (p< 0.0 1) Esta 

diferencia significativa se mantuvo del día 7 al 128 PY (día 10 PD2). Al día 

149 PY (día JI PD2)ya no hubo diferencia entre ambos grupos (p> 0.05), sin 

embargo, al día 165 PY (día 47 PD2) la diferencia volvió a ser significativa (p< 

0.01). En la misma gráfica se observa que el promedio de D.O. del grupo 

vacunado alcanza su punto múximo en el día 15 PY Y comienza a disminuir a 

partir del día 30 al 45 PY, flotándose un ligero ascenso al dia 60 PY (7 DI) el 

cual se mantiene hasta el día 91 PY (38 PD 1). A partir del día 91 PY hay un 

descenso brusco que llega a su nivel mínimo el día 149 PY 01 PD2) Y de aquí 

se presenta una elevación hasta el día 165 PY ( ... 7 PD2) que corresponde al 

último d,a de muestreo, 
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... Ulsel :SI()N 

Las principales estrategias utilizadas por la Campaña para la prevención y 

control de la brucelosis animal en México y en otros países con alla 

prevalencia incluyen la vacunación y el diafhóstico serológico (F AO/OMS, 

1986; NOM-041-Z00-1(95). La cepa Re\" I de H me/¡,cIl.H.'·, prohada por 

primera vez en 1958 en Córdoha, Espal1a para la inmunización de ovinos y 

caprinos (Crespo, 1994 ), sigue siendo hasta la tccha la vacuna de elección . A 

pesar de su efectividad, esta vacuna tiene ciertas deventajas en su uso (ahortos. 

infecciones persistentes, anticuerpos vacunales de larga duración) (Alton y 

Elhcrg 1967: Elbcrg el al., 1981; Alton, 1985; .Iiménez de Bagüés, 1989: 

Blasco, 199~ ) lo cual ha motivado a varios investigadores él desarrollar otros 

inmunógenos que mantengan las buenas cualidades de la Re\' I pero superen 

sus desventajas. Uno de los productos de estas investigaciones es la vacuna 

R051 de H ahol"llls desarrollada por Sehurig, el al., 1991. Y que ha sido 

mayornlente probada en ganado vacuno (Buhnnan, 1989; Chcville ('1 al., 1993; 

Palmer el al., 1995) pero escasamente en caprinos (Roop el al., 1986 Roop e! 

al., 1991 ). 

Analizando los resultados del presente trabajo y comparándolos con los 

obtenidos en otros estudios al vacunar con la cepa Re\' 1, se observó que el 

porcentaje de protección conferido por la vacuna RB51 al grupo de cabras 

desafiadas experimentalmente con 9x 1 05 de una cepa virulenta de H meluellsls 

fue del 93.4% el cual supera al mencionado por Baer, el 01.,( 1971) quienes 

encontraron un porcentaje de protección del 67% en 36 cabras vacunadas con 



Rev I Y desafiadas COIl 4x10' u.f.c. de H melllellSI,\ (cepa vimlenta 1138) 

Puede apreciarse que el porcentaje de protección logrado en este trabajo con la 

cepa RB51 es muy cercano al 100%, lo cual concuerda con lo obtenido por 

Alton, el al., (1972) Y Mancera, el (11., (1992) con la Rev 1, 

Los resultados también permiten deducir que la vacuna RB51 de H 

ahorlwi en las cabras produjo inmunidad contra una especie heteróloga como 

H melill'l1.'iis. lo cual fue demostrado anterionnente en el modelo murino por 

Jiménez de Bagüés, el al., (1992), quienes detemlinaron que al vacunarlos con 

la cepa RB51 les confirió protección contra H ahorllls, H melllem'/.'i y H. ovis. 

Sin embargo, en otro trabajo posterior Uirnénez de Bagüés, el al.. 1994) se 

observó que esta misma vacuna no protegió a un grupo de borregos desafiados 

experimentalmente con H, ()\'I,\', Los autores mencionan que la efectividad de la 

vacuna contra B. ()\'I,~ en los borregos pudo verse limitada tal vez porque los 

detenninantes antigénicos críticos para la inmunidad protectora mediada por 

células no son compartidos entre H, m'/.'; )' H. ahor/us. 

Por otro lado, es necesario mencionar que en el presente estudio la dosis 

vacunal de cepa RB51 por animal se inoculó en un volumen 20 mI de solución 

salina estéril por animal, cantidad que resulta muy elevada. La razón de esto 

fue que la concentración celular por dosis (0.8x 10\0 u.f.c.) de esta vacuna que 

pertenecía a un lote experimental contenia menor cantidad de bacterias, por lo 

que fue necesario utilizar 5 frascos de liofilizado por animal que fueron 

reconstituídos en 20 mi de solución salina para que la suspensión obtenida 

tuviera la concentración celular (4x 1010 uJ.c.) y la solubilidad adecuadas para 

su aplicación. Debido al gran volumen se decidió inyectar 10 mI del lado 



derecho y 10 del lado izquierdo para !lO lesIOnar la zona de inoculación. 

Ninguno de los animales manifestó fiebre 111 molestias en los días posteriores a 

la vacunación y no se observaron signos locales de inflamación. 

En este trabajo se utilizó el medio selectivo de Farrell para el cultivo de 

las muestras ya que en otras investigaciones ha demostrado ser muy eficaz 

para el crecimiento de Hl1Icella (Robertson el al., 1977). En este caso el medio 

resultó muy efectivo ya que hubo escaso crecimiento de microorganismos 

contaminantes lo que no dificultó el crecimiento de las colonias de Hrucella y 

facilitó su aislamiento. 

La mayor proporción de aislamientos de la cepa de desafio se logró en 

linfonódulos mandibulares (100%), seguido por bazo (33%), así como el resto 

de los Iinfonódulos, útero y glándula mamaria (16%) lo cual coincide con 

Alton, el al., (1988) quienes mencionan que los órganos en donde más 

frecuentemente se aislan las bmcelas son los órganos Iinfoides seguidos por el 

útero y ubre, Esto puede explicarse porque el sitio de inoculación drena hacia 

los linfonódulos de esa zona y de acuerdo a lo Indicado por Crespo, ( 1994), los 

linfonódulos más próximos al sitio de inoculación se infectan con mayor 

frecuencia, Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los de 

Villegas, (1997), quien también detenninó que el mayor porcentaje de 

aislamientos por tipo de linfonódulo en cabras desafiadas con H. 111e"len,\'/,\', se 

logró en los submandibulares. 

Con respecto al porcentaje de aislamiento de la cepa de desafio por 

órganos entre el grupo vacunado y control, hubo evidencia estadística 



(p< 0.0 I )de que el efecto de la vacunación Itmitó el establecimiento de la cepa 

de desafio sólo a Iinfonódulos suhmandibularcs. sin cmbargo 110 existió 

evidencia estadística (p> 0.05) de que la vacuna disminuyera la probabilidad de 

que la cepa de desafio se estableciera en otros órganos, además de los 

Iinfonódulos submandibulares. 

No sc logró aislar la cepa vacunal a partir de los órganos de los animales 

vacunados y sacrificados él los 168 días posvacunación. Esto sugiere que la 

cepa fue eliminada probablemente durante las primeras semanas despucs de la 

inoculación. Estos hallazgos fueron semejantes a las observaciones hechas por 

Schurig, el al., ( 199 J ) Y Stevens el al., ( 1994) en bazos de ratones infectados 

con cepa RASI la cual fue eliminada entre las J-4 semanas posinfección. 

Chcvillc el al., (1992) inocularon 24 becerras y vaquillas con la cepa vimlenta 

2308 de JJ. ahm'/l/.'· y detenninaron que las becerras eliminaron la cepa muy 

rápidamente (menos de 2 semanas) por lo que consideraron que era poco 

tiempo de pennanencia para inducir una respuesta inmune duradera a diferencia 

de las vaquillas en las que la cepa perduró más tiempo (2-3 semanas). Estos 

investigadores sugirieron que si este tiempo de 2 a 3 semanas fuera suficiente 

para producir inmunidad. la cepa podría tener características ideales como 

vacuna. En el presente estudio se observó que el tiempo de penllanencia de la 

cepa vacuna! fue suficiente para conferir protección al 93.4% de las cabras 

desafiadas con H. melttellsl.\· por lo menos hasta el momento del sacrificio 

(durante 7-11 semanas aproximadamente). 

La menor persistencia de la cepa rugosa RB5\ en cabras comparada con 

la de las cepas lisas de mayor virulencia como JJ. ahortlls 2308 o en este caso 
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H 1IIe/llel/.\/\ SI: debe a la ausellcia dc la cadena "O" del LPS (Pncc ('1 al, 

1(90) que al parecer confiere a las IJrucdlas la capacidad de evasiólI al 

proceso de digcstiún dl' los mílcrúfi'gos, protegiéndolas de los lisosomas () 

inhibiendo factores bactericidas de los polirnorf()l1l1cleares SIl1 que aún se 

cOl1ozca elmccanisJl10 exacto (Soto el al. 19(1). Chcvillc el al, (1992), 

observaron que en los bovinos existen marcadas diferencias en cuanto a la 

magnitud de las lesiones causadas a nivel de linfonódulos y bazo por cepas 

vimlentas cuando se comparan con cepas mutantes. Estos autores explican que 

las primeras causaron una marcada dcplesión de las cClulas Iinf()ides en la zona 

de células T dependientes de los órganos Iinfoides lo cual provoca una 

inmunodcficiencia tcmporal que pucde prolongar la persistencia de las cepas 

vi mientas en esos órganos. La causa directa de esta deplesión aún se desconoce 

pero se ha relacionado con altas concentraciones de bmcclas y macrófagos en 

los órganos Iinfoides (Winter. 1990), 

Aunquc en este trabajo no fue posible probar la eficiencia protectora de 

la vacuna RB51 contra el aborto por efecto de la infección experimental con H 

11IelilenSI,\' como originalmente se había planteado, se demostró que la vacuna 

no indujo el aborto en las cabras gestantes que fueron vacunadas 

aproximadamente a los 75-80 días de gestación. Estos resultados contrastan 

con lo observado en el trabajo de Jiménez de Bagüés ('( al., (1989) quienes 

vacunaron a borregas gestantes con dosis reducida de Re\' 1 por via subcuiánea 

en fases tempranas de la gestación y Sl: produjo un elevado número de abortos, 

En la presente investigación, todas las cabras parieron en el ticmpo nonnal a 

crías vivas a excepción de ulla que abortó gemelos rnuel10s aproximadamente a 
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los 137 días de gestación (65 días posvacunacióll) Los resultados de los 

análisis bacteriológicos realizados en los fetos fueron negativos al aislamiento 

de Rrucel/(/. De hecho, la condición flsica de la cabra no era satisfactoria desde 

el inicio del experimento mostrando emaciación progresiva y anorexia. Durante 

la necropsia se observaron lesiones sugerentes de paratuberculosis con 

Iinfonódulos mesentéricos aumentados de volumen, engrosamiento de la 

mucosa del íleon y ausencia de f:,'Tasa corporal lo cual, aunado al hecho de no 

haber aislado IJrucella en los fetos sugiere que el aborto no estuvo relacionado 

con la vacunacióll. Aunque estadísticamente el número de cabra!; gestantes ( 10) 

fuc peQucll0 para infcrir Que la vacuna no causa abollo, existen otros estudios 

al respecto Que apoyan estos resultados como el de Roop el al., ( 1991 ) Quienes 

inocularon por vía intramuscular diferentes dosis de RB5 I a fetos de cabras en 

el último tercio de gestación y en ninguna se presentó aborto ni partos 

prematuros. AtmQue el número de cabras (3) Y fetos (6) utilizados por estos 

investigadores fue reducido, fue representativo el hecho de que la cepa, a pesar 

de haber sido inoculada directamente a los fetos en el interior del útero no 

causó lesiones que condujeran a la muerte y al aborto de los mismos. En otro 

trabajo más extenso realizado por Palmer, el al., (1995) concluyeron que la 

cepa RB51 a una dosis de 1 x 101) por vía subcutánea no indujo el aborto en 350 

vacas gestantcs y la inoculación por vía intravcnosa causó una ligera 

placentitis. 

Entre los trabajos más completos enfocados hacia el poder protector de 

la vacuna cepa RB5 1 contra el aborto causado por la infección experimental 

con cepas virulentas, está el de CheviJIe, el al., (1993) en el que se vacunaron a 



2·' vaquillas con diferentes cepas de Ir lIhortlf\ (cepa 1<), RB5 I ~' mutantcs por 

supresión) y que fueron desafiadas con la cepa virulcnta dc JI. ahol'/II.\ :n08 por 

vía intraconjuntival al quinto mcs dc gestación Ninguna de las vacas vacunadas 

presentó aborto t1I se aisló la cepa de desafio a comparación del grupo control 

no vacunado en donde hubo 60°'0 de abortos y el resto de los animales parieron 

becerros débiles a los 8.5 meses de gestación, La imposibilidad de evaluar en 

este trabajo la capacidad protectora de la vacuna cepa RB51 contra el aborto 

ocasionado por la infección experimental con la cepa virulenta de H me/I/en.'i/,\' 

en cabras. se debió a que el primer desafio hecho a los 5.1 días pOS\'aCllll3ción 

(aproximadamente a los 127 días de gestación), no fue efectivo ya que hubo 

ausencia de respuesta inmune en todos los animales medida 3 traves de la 

prueba de tarjeta al 3~o durante:' 7 días posteriores a dicho desatio. momento 

en el cual ya habían iniciado los partos, La falla en el desafio se atribuye a un 

error cometido durante el transporte o aplicación del inóculo ya que después de 

la preparación y ajuste de la concentración celular del inóculo se dividió en dos 

partes y una de ellas se llevó a las unidades de aislamiento para aplicarla a los 

animales y a la otra se le realizó el conteo de colonias del cual resultó el 

número adecuado (9x I 05 uJ.c,) 

Los resultados obtenidos con la prueba de tarjeta al 3°-'0 con antígeno 

liso l mostraron que todos los sucros posvacunalcs fueron negati\'os hasta antes 

del segundo desafio ( 1 18 días posvacunación), Esto COnfilllltl lo establecido por 

Schurig, el al., (1991 ) quienes a través de varios estudios concluyeron que los 

ratones, cabras y ganado vacuno inmunizados con cepa RB51 producían 

anticuerpos dirigidos contra proteínas de la membrana cxtema de H ahor/lIs 



pero no contra la cadena "O" del I-PS, por lo mcnos durante 7 scmanas 

después de la inoculación. En la presente invcstigaciún pudo observarse que no 

sc dctcctaron anticucrpos contra la cadena "o,. durante 18 semanas 

posvacunación. Sc han identificado varias proteínas Illlllunogénicas de la 

membrana extema de la cepa RB51. En 1993, Stcvens e/ al., Illidieron las 

rcspuestas celulares prolifcrativas hacia 22 fracciones protéicas ( 106 a 18 kDa) 

de JJ. a!Jor/lls cepa 2308 y de RB51 cn cl bazo dc ratones infcctados con las 

cepas 2308, 19 Y RB51. De sus observaciones los investigadores concluyeron 

que los animales infectados desarrollaron respuestas celulares proliferativas 

similares principalmente hacia las fracciones protéicm: de 27 a 18 kDa de la 

cepa 2308 con la única excepción de que la respuesta hacia la RB51 tlle de más 

corta duración. En otro estudio (Stevcns e( a/., 1995), se midió la respuesta 

celular en los linfonódulos cervicales a proteínas de la membrana cxtema de la 

cepa RB51 y la 2308 dc H ahOl'lllS en vacas vacunadas con Rn51 y vacas 

infectadas con cepa 2308. Los resultados indicaron que la cepa RB51 y la 2308 

contienen proteínas inmuflodominantes de peso molecular similar (32. 27. 18, 

<18 kDa) que inducían la respuesta celular. Posterionncntc, Olsen ('/ al., 

(1997) a raíz de sus estudios en cabras sugirieron que las proteínas de la 

membrana extema de peso molecular de 18 kDa () menores eran importantes 

para la estirnulación de respuestas proliferativas de linfocitos y que estas 

proteínas estaba .. presentes tanto en n. ahortlls como el1 fJ. me!luensls. En los 

trabajos mencionados anterionnente se denota la importancia de la respuesta 

celular a la cual se le considera como el principal mecanismo de defensa contra 

las infecciones por microorganismos intracelulares como nrucellll . aunque no 



debc restarse importancia al posible papel que juegan los anticucrpos en esta 

protección. En un estudio hecho por Jiménez de Bagüés el al ( 199J) en ratones, 

se detenninó que la cepa RB51 produjo IlIveles significativos de protección 

contra /J. ahortlls, !J. me/lIensls y /J. OVIS, pero se observó que la cepa RB51 

indujo femnación de linfocitos T que protegieron contra /J. lIhortllS y H 

melilensls pero no contra H m'l.\" y que los anticuerpos aportaron protección 

contra /J. ()\'I.\" y H mel/l""sl.\" pero no contra H ahortlls. Esto sugiere que la 

inmunidad puede deberse a la acción combinada de anticuerpos y respuestas 

inmunes mediadas por células y que podrian existir otros factores que influyen 

en las respuestas, ya que existen evidencias de que los anticuerpos por si solos 

tienen capacidad de proteger contra la infección por Hrllcella, dependiendo del 

número de bacterias y la afinidad de los anticuerpos (Winter, 1990). 

En este trabajo la seroconversión hacia los antígenos lisos posterior al 

desafio se presentó en mayor proporción en las cabras del grupo control y 

aunque no se estableció diferencia estadísticamente si~'11ificativa entre ambos 

gnlpOS se puede pensar que la capacidad inmunogénica de las cabras 

vacunadas pennitió el control más adecuado de la cepa de desafio. limitando su 

persistencia en estos animales. La no reactividad del suero en la pnaeba de 

aglutinación en tarjeta con antígeno liso antes del desafio y la seroconvcrsión 

manifestada después del mismo, tanto por cabras vacunadas como no 

vacunadas, apoyan lo observado por otros investigadores quienes establecen 

que la detección de anticuerpos que reaccionan en las pruebas serológlcas que 

utilizan antígeno liso de JJ. aho/'llIs en animales vacunados con RB51 puede 

indicar una infección de campo por H. ahorllls y en este caso por H. melilensls 
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(Cheville. 199.1; Schurig, 19(4) Esta c'iracterística constituye la principal 

ventaja de la vacuna RB51 sobre la Rev I ya que pcnntte distinguir animales 

vacunados de infectados al aplicar las pnaebas serodiagnósticas de uso común, 

lo cual hasta la fecha ha representado un serio problema para el mejor 

desarrollo de las campañas de prevención y control contra la bnacelosis animal 

en México y otros países. 

Los resultados obtenidos en la pnaeba de EUSA indirecta con antígeno 

rugoso, sugieren que la vacuna RB51 produce elevación en el título de 

anticuerpos séricos que si bien no puedcn relacionarse ampliamente con 

protección, indican que hubo respuesta humoral al usar este inmunógeno. El 

motivo de utilizar llll antígeno de captura rugoso en la prueba de EUSA 

indirecta fue para detectar la respuesta inmune humoral a la vacunación con 

RB51, lo cual no sería posible con antígenos lisos. En general, ELlSA se 

considera una prueba muy sensible y especifica para el diagnóstico de 

brucelosis en bovinos y ha demostrado su eficacia en diversos trabajos (Niclsen 

el al., 1988). En caprinos, el diagnóstico de la bmcelosis por este método sólo 

se hace a IlIvel experimental ya sea con ELlSA indirecto (Diaz, 1993) o con 

ELlSA competitivo (Alfonseca el al., 1995) y sel:,'ÍUl estos autores tienen una 

sensibilidad cercana al 100%. Sin embargo, no existen pruebas diagnósticas 

establecidas paía detcnninar la respuesta inmune humoral a vacunas 

experimentales en caprinos. 

De acuerdo a las observaciones hechas en este estudio, el perfil 

serológico obtenido dc los sucros dc las cabras vacunadas con RB51 y 

sometidos a la pmeba de ELlSA indirecto con antígeno de captura mgoso y en 
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la que se utilizó como conjugado I\nti-lgG caprina -por lo que se infiere que 

las inlllllnoglobulinas detectadas son del tipo G- mostró que las IgG alcanzaron 

sus niveles llléÍximos entre los 15-.10 días posteriores a la vacunación, 

coincidiendo con lo observado en el trabajo de Roop el al.. (1991) en cabras 

inoculadas 111 tÍtel'O con cepa RAS l. Otra característica observada en el perfil 

serológico IOb'Tado en el presente trabajo es la tendencia de los anticuerpos 

vaclInales a elevarse poco después del día 149 posvacunación y que continúa 

hasta el día 165 que corresponde al último día de muestreo serológico por lo 

que se desconoce su desarrollo posterior. Esta incremento pudo deberse al 

estímulo antigénico ocasionado por el desafio con la cepa virulenta de H 

melilellsis. lo que sugiere que existen otros detemlinantes antigénicos 

diferentes a la cadena "O" del LPS que juegan un papel importante en las 

respuestas inmunes contra las brucclas. Esto apoya las observaciones hechas 

por otros investigadores (Stevens el (/1., 1993 ; Stevens el al., 1995) quienes 

trabajaron con ratones y vacas y concretamente por Olsen el al., 1997. quienes 

realizaron estudios en cabras y concluyeron que ciertas proteínas de la 

membrana extema « 18 kDa) eran inmunodominantes y que estaban presentes 

tanto en B. ahorl",\' como en H melllen.\"I,\'. 

Es importante señalar la falta de estudios e infonnación referentes a la 

respuesta inmune humoral en caprinos producida tanto por la infección como 

por la vacunación (vacuna clásica y experimentales). así como de la 

caracterización de las inmllllogloblllinas producidas en ambos casos. Por 

fortuna, en México se están desarrollando nllevas líneas de investigación 



dirigidas hacia el mayor conocimiento dc estos nspcctos en el ganado caprino 

( Al fonseca el a/., 19(5) 

A pesar de las bondades de la vacuna RBS l demostradas en esta 

investigación, es necesario seguir realizando más estudios en ganado caprino 

dirigidos a evaluar otros aspectos de la misma, como son la duración de su 

efecto protector a lo largo de los aJlos y la posible eliminación de la cepa 

vacunal a través de la leche, ya que por ser un producto reciente ésto no ha 

podido detenninarse en fonna adecuada. aunque cabe mencionar que en el 

momento actual se tienen evidencias de que la cepa RB51 no se elimina por la 

leche de cabras vacunadas por lo menos durante 2 meses posvacunación • . 

Es prioritario aumentar la cobertura de vacunación en los caprinos ya que 

a pesar de los esfuerzos de la Campat)a, sigue siendo insuficiente para lograr 

avances importantes en el control de la bnacelosis en esta especie doméstica, 

que constituye el medio de vida de un sector importante de la población 

mexicana y representan una fltentc potencial de divisas para México a través de 

la comercialización de sus productos, principalmente quesos y que está 

seriamente limitada por las barreras no arancelarias impuestas por los paises 

importadores. Para apoyar estos esfuerzos se requiere por un lado. aumentar el 

número y la calidad de las investigaciones en todos los aspectos relativos a la 

bmcelosis caprina y por otro difundir más infonnación entre los grandes y 

pequeños caprinocultores acerca de los beneficios de la vacunación y de las 

• Suárez.G.; Diaz. A.: Sobcrón. M y Torres.A. Datos SIIl publicar 



consecuencIas de la enfermedad, con las repercusIOnes que ésta trae a la 

producción y productividad de sus animales así como de los riesgos que 

implica para la salud dcl propio productor, su familia y la población que 

consumc sus productos. 



~. CONCLUSIONES 

l.- Bajo las condiciones de este estudio, la vacuna RB51 de H ahor/lIs a la 

dosis dc 4x 1 010 uJ.C. por vía subcutánea confirió protección al 93.4% de 

las cabras desafiadas en fonna experimental con 9x 1 05 u. f.c. por vía 

conjuntivul. 

2.- La vacuna RBSI no indujo la fonnación de anticuerpos detectables a 

través de la prueba de aglutinación en tarjeta al 3% utili7.alldo antígeno 

liso por lo menos durante 168 días después de la vacunación. 

J.- La vaClma no ocasionó el aborto en cabras gestantes vacunadas a los 75 

días de gestación. 

4.- La prueba de ELlSA indirecta con antígeno de captura rugoso detecta la 

presencia de anticuerpos vacunales producidos por la cepa RBSI en 

capnnos. 

5.- Se requieren más estudios dirigidos a evaluar la duración de la 

protección conferida por la vacuna RB51 y su posible eliminación 

a través de la leche. 
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}iigura 1.- Porcentajes de aislamiento de la cepa de 
desafío (B. melitensis biovar. 1) en los órganos obtenidos 
all sacrificio de las cabras del grupo control y del grupo 
v:acunado. 
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Figura 2.- Porcentaje de aislamiento de la cepa de 
desafio (B. ntelitensis biovar.l) en cada uno de los órganos 
obtenidos de las cabras al sacrifici(). 
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Figura :3.- Porcentaje general de seroconversión obtenido 
con la prueba de tarjeta al 3% con antígeno liso en los sueros 
de las cablras obtenidos a partir del día de la vacunación hasta 
el último día de muestreo. 
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Figura 4.- Porcentaje de seroconversión obtenido con la 
prueba de tarjeta al 3% con antfgeno liso en los sueros de las 
cabras del grupo control y del grupo vacunado después del 
segundo desafio con B. melitensis. 
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Figura 5.·· Perfiles serológicos de las cabras del grupo 
vacunado COIII RBS' y del grupo control sin vacunar obtenidos 
a través de la prueba de ELISA indirecta con antigeno rugoso 
durante todo el estudio. 
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