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RESUMEN

SOBERON MOBARAK ALICIA.Proteccion conferida por ia vacuna RBSI de HBrucellu
abortus en cabras expuestas a la infeccion experimental por Brucellu melitensis.(Asesorado por:
MVZ.M. en C. Ph. D. Francisco Sudrez Gaémes, MVZ. M. en C. Ph. D.Efrén Diaz Aparicio y
MVZ. Andrés Ducoing Watty),

La brucclosis capnna causads por Brucella melitensis ¢s una de las  zoonosis mas unportantes por
los casos humanos que genera v por las pérdidas cconomicas que causa a la ganadera nacional l.a
vacuna actualmente utilizada cs fa Rev-1 que dentro de sus principales mconvenentes incluye el de
producir anticucrpos que interfieren ¢n las prucbas scrodiagnosticas comunes Sc¢ empezaron a buscar
otro tipo de¢ inmunogenos v surgio la cepa mutante RBS 1 de B abories Ta cual carece de la cadena
“0" del hipopolisacando (LPS) de la membrana externa v que ha  stdo amphamente probada en
ganado bovino pero su cficacia ha sido poco estudiada en caprinos  El objetivo de este estudio fuc ¢l
de evaluar la capacidad protectora de la vacuna RBS ¢n cabras desafiadas expernimentalmente con
una cepa de campo virulenma de Brucella melirensis Se uthizaron 25 cabras adultas. hbres de
brucela v nunca vacunadas. 10 de cllas gestantes Se dividicron alcatonamente en dos grupos, cl
Grupo | (7 gestantes v § vacias) fuc vacunado con 4x10° umdades formadoras de colonias (u f ¢ ) de
la cepa RBS1 de B abortus por via subcutanca v Grupo 11 0 no vacunado (3 gestantes v 7 vacias)
con solucion salina estéril Todas las cabras sc infectaron experimentaimente en dos ocasiones (al dia
$3 v al dia 118 posvacunacién) con una cepa de campo de Brucella melitensts hovancdad 1 (9x10°
u f¢ por via conpjuntival). Sc colcciaron mucestras sanguuiteas para analisis serologicos con la prueba
de ELISA indirecta con antigeno rugoso v prucba de tarjeta al 3% con antigeno hiso A los 168 dias
posvacunacion las cabras fueron sacrificadas humamtanamente v+ se colectaron muestras de
linfonodulos {submandibular, preescapular v retromamarnio). bazo. utero v glandula mamana para
cultivo bactertologico. Las colomas sospechosas de Brucella se someticron a prucbas bioguimicas
de fagotipificacion. Los resultados indican que la cepa de desafio se recupero en ¢l 60% de los
anmmales del grupo control v en 6.6% del grupo vacunado (p< 0 01)y la ccpa vacunal no se recupero
en ninguno de cllos. La cepa de desafio estuvo presente en los hinfonadulos submandibulares del
100% dc los ammales con aislamicento positivo, en bazo en ¢l 33.3% v en ¢l resto de los organos
analizados ¢n ¢l 16 6% Ninguna de las cabras gestantes aborto En la prucba de tarjeta al 3% con
antigeno liso la seroconversion aparecté hasta el dia 7 despucs del segundo desafio en ¢l 482 dc los
animales v no hubo diferencia significativa (p> 0.05) cn los porcentayes de scropositividad entre los
grupos. En ¢l ELISA indirccto con antigeno rugoso se obscrva que ¢l promedio de densidades
opticas obtenido fuc significativamente mavor (p< 0 01) cn ¢l grupo vacunado que ¢n el control Los
resultados de este trabajo indican que ¢l 93% de las cabras vacunadas no s¢ infectaron con la cepa de
desafio. la vacuna no ocasiono aborto v no indujo la formacion de anticuerpos cvidenciables a traves
dc la prucba de taneta v los anticucrpos producidos se detectaron por la prucba de ELISA indirecta
con antigeno de captura rugoso Estas caracteristicas hacen que la vacuna RBS1 contra la brucelosis
caprina mucstre ventajas sobre la Rev 1. sedalandola como una posible alternativa de vacunacion
contra csta cnfermedad aunque se considera necesano reahzar mas estudios dingados a evatuar la
duracion dc la inmumidad confernida por esta vacuna.

Palabras clave: Brucelosis caprina. RB51. Rev |
It
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I.- INTRODUCCION

1.1 Antecedentes historicos.- 1.a brucelosis es una enfermedad de distribucion
mundial del grupo de las zoonosis que afecta a la mayoria de los animales
domésticos, particularmente ganado caprino, bovino, porcino y ovino y que en
determinadas circunstancias ¢l humano puede actuar como huésped accidental
(FAO/OMS, 1986, Acha y Szyfres, 1986, Garcia, 1987 ). No solamente por su
significacion desde el punto de vista médico sino por las graves pérdidas
economicas que resiente la industria ganadera, esta infeccion constituye un
problema de cardcter general, cuya gravedad ha i1do en aumento debido a la
poca importancia que sc le da en muchos paises (Lopez, 1991).

Sc cree que esta enfermedad cra ya conocida desde los tiempos de
Hipdcerates, 400 aitos antes de Cristo, pero las primeras descripeiones claras del
padecimiento fueron hechas por Cleghom en 1751, Posteriormente durante la
guerra de Crimea (1854-1856) se observaron numerosos casos de fiebres
prolongadas en los soldados las cuales eran cada vez mas frecuentes en los
paises mediterraneos, principalmente en la isla de Malta. El agente causal fue
aislado por David Bruce en 1886 a partir del bazo de personas muertas por esa
infeccion y lo lamo Micrococcus melitensis. Sin embargo, tuvieron que
transcurrir cast veinte afos para que Zammit en 1905 determinara que las
cabras eran la fuente de infeccion para los humanos a través del consumo de
sus productos licteos que se expendian sin pateurizar ni hervir en la isla de

Malta (Ruiz, 1986).



Dentro de los antecedentes historicos de la brucelosis humana en México
el Doctor Castaneda (1986), en su obra menciona que en 1912, el Dr. Reséndiz
en la ciudad de Querétaro relaciond la apancion de una enfermedad
caracterizada por fiebre prolongada y remitente en varios pacientes que atendia
con la importacion de cabras murcianas al pais en 1910. No fue simo hasta 1921
cuando Pliceres aislo al agente y confirmo la existencia de la enfermedad en

Meéxico (Ruiz, 1986 ).

1.2 Situacion de la brucelosis humana en México.- 1.a brucelosts humana ha
sido encontrada en la mayoria de los estados de la Republica Mexicana y en un
estudio seroepidemiologico realizado por Lopez ef al.. (1992) se revelo que la
prevalencia global de brucelosis humana en México fue de 3.52% . Los datos
de notificacion oficial publicados en la Norma Oficial Mexicana para la
prevencion y control de la brucelosis en el hombre (NOM-022-SSA2-1994)
indican que la morbilidad en México registré una tasa promedio de 6.9 casos
por 100,000 habitantes en el periodo comprendido de 1988 a 1993,
registrandose alrededor de 6,000 casos por ano. Segin ¢! Sistema Unico de
Informacion para la Vigilancia Epidemiologica de la Direccion General de
Epidemiologia de la Secretaria de Salud, (1997), entre los anos de 1994 a 1996
se notificaron 8714 casos de brucelosis humana y los estados de la Republica
Mexicana mas afectados por orden de importancia fueron: Guanajuato,
Durango, Coahuila, Nuevo Leon, Sinaloa, Michoacan, Puebla, Tamaulipas,

Meéxico, Sonora, Jalisco y Veracruz,

(3]



En cuato a la mortalidad en humanos por brucelosis, el promedio de
defunciones registrado entre los anos de 1991 a 1994 fue de 31. Se estimo que
los casos anuales de brucelosis ocasionan gastos cercanos a $1,000,000.00 de
pesos solo por concepto de diagnostico y tratamicnto inicial, sin cuantificar el
costo social, laboral y las mucrtcs que ocasiona (NOM-022-SSA2-1994).
Estos datos se consideran subestimados en un 30% debido a la escasa
notificacion de la enfermedad principalmente cn las zonas rurales en donde hay

carencia de servicios médicos (Bacz, 1995; Salman,1995).

1.3 Situacion de la brucelosis caprina en México.- l.a brucelosis caprina
causada por Brucella meliensis es considerada la mas relevante en ¢l pais por
el gran nimero de casos humanos que ocasiona, ya que ademas de ser la mas
patégena e invasiva para el humano, el ganado caprino se encuentra
diseminado en todo el territorio nacional principalmente en forma de rebanos
que se desplazan en dreas extensas en busca de alimento o como parte integral
de actividades de “traspatio”(Lopez, 1991). Si bien la B. meluensis afecta
principalmente a caprinos y en grado variable a ovinos, es también facilmente
transmitida al ganado bovino que tiene contacto con esta especie. La
importancia de la brucelosis en las cabras radica en las mermas econémicas que
ocasiona a través de la pérdida de cabntos y disminucion en la produccion
lactea (Sanchez, 1988) ya que en 1994 y de acuerdo a los datos proporcionados
por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural y publicados en

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

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




la enfermedad en ¢l hombre por el alto costo en el tratamiento, la pérdida de
horas de trabajo, costos de hospitalizacion vy diagnostico entre otros  ya que
afecta primordialmente a la poblacién cconomicamente activa (Lopez, 1991 ).
A pesar de lo anterior, a la brucelosis caprina no se le ha dado la
atencion que realmente merece y casi toda la atencion ha sido dingida hacia la
enfermedad en ¢l ganado bovino. Existe poca informacion actualizada sobre la
situacion de la enfermedad en el ganado caprino en México. Segun los datos
de la Comision Nacional para la Erradicacion de la Tuberculosts Bovina y
Brucelosis (CONETB), en 1994 se estimaron las siguientes tasas de

prevalencia de brucelosis caprina en los estados de la Republica Mexicana :

Baja California Norte y Sur

Sonora, Sinaloa, Coahuila, Nuevo Leén,

Tamaulipas, Colima, Hidalgo, México, 0.7-558¢%

Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatin y

Quintana Roo.

Chihuahua, Zacatecas, Aguascalientes,

Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Guerrero, Michoacan, 5.5-105%
Morelos y Tlaxcala.

Durango y San Luis Potosi. 10.5 - 20.3 %
Oaxaca. 20.3-30.1 %
Veracruz y Puebla 30.1 - 40.0 %

Fuente: CONETB. 1991

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

Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI) el nimero




estimado de cabezas de ganado caprine fue aproximadamente de 6 millones y
la cobertura de vacunacion y diagnostico de brucelosis alcanzo escasamente el
1.9% del total (Diaz, 1994). De acuerdo al Consejo Técnico Consultivo
Nacional de Sanidad Animal (CONASA, 1995), en 1994 se estimd una

cobertura del 4% y para 1995 ésta aumento al 11.3 %

1.4 Medidas de control v prevencion de la brucelosis caprina a nivel
nacional -En ¢l ano de 1970 se instituyé oficialmente la Campaia Nacional
contra la Brucelosis Animal en México v fue publicada en el Diario Oficial de
la Federacion hasta el 28 de abril de 1981 cn acuerdo por ¢l cual se cstablece
en todo cl territorio nacional con caracter obligatorio general y permanente
(Consejo Técnico Consultivo de Sanidad Animal, 1994). En scptiembre de
1993 se instituye la Comision Nacional para la erradicacion de la Tuberculosis
Bovina y Brucelosis (CONETB) que junto con la Direccion General de Salud
Animal y las Delegaciones de la Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidradlicos (en la actualidad Secretaria de Agricultura, Ganaderia v Desarrollo
Rural) tienen como funcidn la aplicacion de las disposiciones contenidas en la
entonces Norma Oficial Mexicana de Emergencia NOM-EM-011-ZO0O-1994
(actualmente NOM-041-ZO0O-1995) denominada Campaiia Nacional contra la
Brucelosis en los Amimales. La NOM tienc por objeto establecer los
procedimientos, actividades, criterios, estrategias y técnicas para el control de
la brucelosis en el ganado bovino, caprino, ovino y porcino, en todo el termtorio

nacional.
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LS Vacunacion.- Al ser México un pais que no cuenta con las caracteristicas
necesarias para establecer un programa de erradicacion  como serian: baja
prevalencia de la enfermedad, infraestructura ¢ instalacicnes adecuadas y
recursos econOomicos ilimitados, las principales estrategias en las que se basa la
Campana nacional estan dirigidas hacia el control y prevencion a través de la
vacunacion masiva de los animales y la aphcacion de pruebas diagndsticas para
la identificacion de reactores y su virtual elimmacion (FAO/OMS, 1986; NOM-
041-Z00-1995).

1.5.1 Vacuna Rev | - En la actualidad la (mica vacuna disponible para el
control de la brucelosis en caprinos es la preparada con la cepa viva atenuada
Rev . El origen de esta cepa se remonta al ano de 1953 cuando Elberg y sus
colaboradores en la Universidad de Berkeley, California empezaron a trabajar
con una cepa dependiente de la estreptomicina que a su vez provenia de la cepa
6056 de Brucella melitensis biovariedad 1 v decidieron revertirla hasta lograr
escasa virulencia y por clonacion obtuvieron una cepa para expenmentos
futuros en ovinos y caprinos y la llamaron Rev 1 (“Reversion one™). En 1958
fue probada por primera vez en Cordoba, Espana y oficialmente 15 aios mas
tarde en ese mismo pais (Crespo, 1994). La cepa Rev | es de baja virulencia
para caprinos y ovinos, no revierte a patogena por pases continuos (Alton et
al., 1967) y confierc proteccion duradera hasta por 4.5 aios (Alton, 1968 ). Sin
embargo, al igual que la cepa 19 de Brucella aborms utilizada para la
inmunizacion de ganado bovino, la cepa Rev | tiene ciertas caracteristicas
indeseables en su uso. La aplicacién de la dosis completa de 1x10” unidades

formadoras de colomias (u.f.c.) por via subcutanea (s.c.) en cabras gestantes

6



puede ocasionar serios problemas de abortos (Alton y Elberg, 1967 . Elberg,
1981), puede persistir en nodulos linfaticos y eliminarse por leche durante 2 6
mas lactaciones (Alton, 1985 ) y ademas ¢s virulenta para humanos (Blasco e/
al., 1993). Aunque existe la alternativa de reducir el namero de abortos en
cabras gestantes al aplicar la dosis reducida (1x10° u.fc.) por via s.c. (Alton,
1970), algunas investigaciones han revelado que el momento de la vacunacion
durante la gestacion influye en la mayor o menor presentacion de abortos. En
un estudio realizado por Diaz, ¢t al., (1990) se vacunaron mas de 5,000 cabras
en su segundo y altimo tercio de la gestacion con la dosis reductda por via s.c.
v los propictarios de los animales no notificaron abortos. Por otro lado,
Jiménez de Bagiiés, er al., (1989) mencionan que la vacunaciéon en borregas
con dosis reducida por via s.c. en las primeras etapas de la gestacion produjo
un elevado namero de abortos a diferencia de aquellas que fueron vacunadas
con la misma dosis y via c¢a ¢l dltimo mes, las cuales manifestaron un muy
bajo porcentaje de abortos,

Probablemente y a nivel practico la principal desventaja de la vacuna
Rev 1 es la de inducir la produccién de anticucrpos persistentes durante
periodos indefinidos en animales adultos (Alton, 1970), los cuales nterficren en
la correcta interpretacion dc  las pruebas secrodiagnésticas comunmente
utilizadas y a su vez dificultan el buen desarrollo de las campanas para el

control de la brucelosis. Algunos autores mencionan que al aphear la dosis

duracion variable aunque disminuyen a niveles minimos a los 4 meses

posvacunacion (Mancera ¢f al., 1992 ). En cambio otros como Alton y Elberg




(1967); Casas Olascoaga (1976), reficren que los titulos se vuelven negativos a
partir de los 6 meses en la mayoria de los amimales y en el resto de ellos al ailo.
Con la dosis reducida los anticuerpos vacunales ya no son detectables con las
prucbas scrodiagnosticas usuales entre los 3 y 7 meses posteriores a la
vacunacion (Alton, 1970 ; Diaz ¢t al., 1984) pero aun asi, sigue existiendo el
problema de persistencia de anticuerpos posvacunales con la consiguiente
dificultad de interpretacion de las prucbas.

1.5.2  Desarrollo de nuevas vacunas.- Dcsde hace varos anos
diferentes grupos de investigadores iniciaron la buisqueda de nuevas vacunas
que superaran las desventajas de las utilizadas en la actualidad. Vanos de estos
trabajos cstan enfocados hacia ¢l desarrollo de cepas rugosas mutantes con las
caracteristicas ideales de una vacuna, es decir: altamente atenuada, no producir
infeccion persistente ni aborto, no climinarse a través de la leche, came y
sccreciones, tener capacidad inmunogénica cfectiva y duradera, no revertir a
virulenta, ser apatogena para el humano y no producir anticuerpos que
interficran en la mterpretacion de las pruebas serodiagnodsticas de uso comun
(Schurig, 1994). Entre cstas cepas mutantes destacan las desarrolladas a través
de mutagénesis por transposicion a partir de B. abortus cepa 19 (Tn5 Lac Z
[m3] )y cepa 2308 (Tn5 Lac Z [m 106] ) (Smith and Heffron, 1987) v la cepa
RBS1 de B. ahortus obtenida por pases repetidos en medios adicionados con
antibidticos (Schurig et al., 1991). En fechas mas recientes v todavia en una
etapa inicial de experimemtacion se estan desarrollando otras como la cepa
Apurl; 201 de B. mclitensis que se obtuvo por supresion del operon purt:K

cuya carencia impide a B. melitensis multiplicarse en monocitos humanos y



permite su rapida climinacion del bazo de ratones infectados lo que la convierte
en candidata para la vacunacion contra la brucelosis en humanos y caprinos
(Olsen et al., 1997).

1.5.3 Vacuna cepa RBS51 .- Debido a las desventajas de la cepa Rev 1,
desde hace vanos atos un grupo de investigadores encabezados por el Dr.
Schung iniciaron una seric de cstudios encaminados a producir una vacuna
derivada dc una cepa mutante que no ocasionara o al menos redujera los
efectos adversos antes mencionados. De aqui surgid la cepa rugosa RB51 cuya
principal caracteristica es que carece de la cadena 0" del lipopolisacarido
(LPS) de la membrana externa (Schurig er al., 1991). EI LPS cubre casi la
totahidad de la membrana externa de las Brucellas en fase lisa (Diaz, 1993 ) y
el antigeno “O™ es un homopolimero de perosamina que forma parte del LPS
(Bundle ¢t al., 1987 ) y al parecer ¢s ¢l antigeno inmunodominante ya que la
mayor proporcion de la respuesta de anticucrpos de los ammales infectados o
inmuntzados con especies de Hrucella en fase lisa va dirigida contra este
antigeno (Diaz et al., 1981 ; Schunig et al., 1991 ). L.a cepa RBS| se obtuvo por
pases repetidos de la cepa virulenta 2308 de B. aborius en soya tripticasa
adicionada con 1.5% dc agar y diferentes concentraciones de rifampicina o
penicilina. .a metodologia utilizada se descrnibe como sigue: después de 3
pases de B. abortus 2308 en el medio adicionado con 50, 200 y 400 pg/mli de
rifampicina respectivamente, crecieron colonias con morfologia rugosa lo que
se constato por el consumo de cristal violeta y autoaglutinacion en acriflavina.
Una de estas colomas identificada como RB fuc sometida a varios pases en

diversas concentraciones de rifampicina (125 pug/ml ) y penicilina (20 pg/ml)



hasta obtener la cepa RB19 la cual carecia de la habilidad para reaccionar con
un anticuerpo monoclonal especifico (BRU38) para la perosamina de la cadena
“O" del LPS de las especies lisas de Brucella . La cepa asi obtenida se sometio
a mas pases en medio TSBA sin suplementar para estabilizar la mutacion hasta
llegar finalmente a la cepa RBS1 (Schurig, et al., 1991).

A continuacion s¢ presentan las caracteristicas bioquimicas de la cepa

RBSI, de su cepa de ongen ( B. abortus 2308) y otras cepas de B. ahortus:

Prueba RBSI 2308 19 45/20
biogquimica (rugosa) (lisa) (lisa) (rugosa)

Ureasa + + + +
Oxidasa + + + +
Reduccion de nitrato - + - -
Crecimiento con 0.5% + + . +

de eritritol

Susceptibilidad a - + + +
rifampicina

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

Los estudios de Schung, er al., (1991) y Stevens, ¢t al, (1995)
demostraron que en ratones infectados por via intraperitoneal con 1x10* u.fic.
de RB51, ésta ya no se logro aislar del bazo al término de 4 semanas después
de la infeccion. Estudios realizados en vacas inoculadas con una dosis de

Ix10® - Ix10° ufc. de RB51 y desafiadas con la cepa virulenta 2308 de B.

abortus al quinto mes de gestacion no manifestaron aborto (Cheuville ¢f al.,
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1993) . Palmer, et al. (1995) mencionan que la inoculacion de 1x10” u.f.c. por
via s.c. de RBS1 no ocasiono lesiones severas a nivel de placenta ni aborto en
350 vacas gestantes. Jiménez de Bagiés, ef al. (1994) indican que la cepa
RBS1 protegié a ratones contra la infeccion con cepas virulentas de B. ahortus,
B. melitensis 'y B. ovis. En otro estudio hecho por Roop, ¢ al., (1991)
inocularon in utero a 6 fetos de cabras gestantes en el dltimo tercio, con tres
diferentes dosis de RBS1 y ninguna presentoé aborto. La cepa RBSI ha
demostrado ser muy estable tanto in vitro como in vivo y no revierte al fenotipo
liso (Roop ct al., 1991 ; Schurig et al., 1991). Por su caracteristica de carecer
de la cadena “O" del LPS de la membrana externa, la cepa mutante RBS1 no
produce anticuerpos que reaccionen en las prucbas serodiagnosticas de uso
comun ( aglutinacion en tubo, aglutinacion con mercaptoctanol, prucba de
tarjeta, fijacion de complemento) en las cuales se utiliza como antigeno a la
cadena “O” (Enright et al., 1990 ; Roop et al., 1991 ; Cheville ¢t al., 1992 ;
Cheville er al., 1993) . Este hecho significa que cualquier reacciéon positiva a
estas prucbas de uso comun permite diferenciar a los animales infectados en

forma natural de aquellos vacunados con RBS1.

En la actualidad, la vacuna RB5! ha sido probada en ganado bovino y
por sus caracteristicas ha demostrado ser una buena alternativa de vacunacion.
Sin embargo, su eficacia en el ganado caprino aiin no ha sido establecida en
forma suficiente lo que se refleja en el escaso nimero de estudios e

investigaciones realizados en esta especie.



Es necesario valorar otro tipo de biologicos como la vacuna RB51 que
ofrece ventajas de uso sobre la cepa Rev | utilizada para la vacunacién del
ganado caprino en la Campana Nacional contra la Brucelosis Animal en
México, ya que puede ocasionar problemas de aborto y dificulta la
diferenciacion de los caprinos infectados naturalmente de aquellos vacunados al

aplicar las pruebas serodiagnosticas utilizadas cn la Campana.

Los principales objetivos de este estudio fueron los de cvaluar la
capacidad protectora de la vacuna RB51 de B. abortus en cabras desafiadas
experimentalmente con una cepa virulenta de B. meliensis, asi como demostrar
que los anticuerpos producidos en respuesta a la vacuna no son detectables con
la prueba serodiagnéstica tamiz oficial para caprinos establecida por la
Campana Nacional contra la Brucelosis Animal en México (prueba de tarjeta

al 3%).



2.- MATERIALES Y METODOS

2.1 Animales. Sc utilizaron 25 cabras adultas mestizas, 10 de cllas gestantes v
todas procedentes de un rebaio libre de brucela , nunca vacunadas y evaluadas
previamente con las pruebas serologicas de fijacion de complemento (Alton ¢t
al.,1988) y la prueba de tarjeta usando antigeno de rosa de Bengala a una
concentracion celular del 3%" (Diaz, 1993). El diagnostico de gestacion se
realizd con un aparato de ultrasonido de imagen® a los 66 dias de la monta.
Desde la vacunacion hasta poco antes del traslado para el desafio, las cabras
fueron alojadas en un corral situado en el Centro de Ensenanza, Practica,
Investigacion vy Extension en Rumiantes (CEPIER) situado en el Km 28 9 de la
carretera federal México-Cuemavaca, Topilejo, México, D.F. y que pertenece a
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Autonoma de México. El desafio se llevo a cabo en las unidades de aislamiento
del Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Microbiologia
Veterinaria (CENID), del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y
Agropecuarias (SAGAR-INIFAP) localizado en el Km 155 de la carrctera
federal México-Toluca Meéxico, D.F. en donde fueron mantenidas hasta el
momento de su sacrificio. La alinentacion de los animales durante todo el
experimento consistio de heno de avena v una mezcla de sorgo. soya v maiz

molidos, administrados dos veces al dia y agua a libre acceso.

‘ PRONABIVE.MEXICO.
® Tokio Keiki LS1000
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2.2 Vacunacion. las cabras sc¢ dividicron alcatornamente en dos grupos:
Grupo 1, formado por 15 animales (7 gestantes con 80 + 8 dias de gestacion)
imyectados por via subcutanca en la region axilar con la vacuna RB35| de
Brucella abortus y a una dosis de 4x10"" unidades formadoras de colonias
(u.fc.) (himeénez de Bagiies ¢f «l., 1994) admiistrada en 20 ml de solucion
salina fisiologica esténl aplicando 10 ml de cada lado; Grupo 1l con 10
animales (3 gestantes) invectados por la misma via, dosis v zona con solucion
salina fisiologica estéril. Ambos grupos se alojaron juntos durante todo el

experimento.

2.3 Toma de muestras sanguineas. Sc obtuvicron 10 ml de sangre de cada
animal por venopuncion yugular en tubo v aguja vacutainer sin anticoagulante®
en los dias 0, 7, 15, 30, 45, 60, 90, 128, 150 v 165 a partir del dia de la
vacunacion. La sangrc se centrifugd a 3000 revoluciones por minuto (rpm)

durantc 15 minutos y del suero s¢ obtuvicron alicuotas en tubos eppendorf

que se mantuvieron en congelacion para los diferentes analisis serologicos.

2.4 Desafio. E] primer desafio se realizo al dia 53 después de la vacunacion
(PV) en las unidades de aislamiento del CENID-Microbiologia que constan de
9 corrales de piso de cemento, separados v totalmente cerrados con sistema de
ventilacion y flujo de aire positivo hacia un pasillo limpio v flujo de aire
negativo hacia un pasillo “sucio”, ademas cuenta con almacén de alimentos,

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

“ Donada por Laboratorios Litton de México
4 Becton & Dickinson.
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Se utihizo una cepa de campo de Brucella melitensis biovariedad 1 (fase
lisa, virulenta) aislada de cabras infectadas en forma natural provementes de
Torreon, Coahuila, M¢éxico. El conteo sc realizo por ¢l método de Miles y
Misra (Alton ¢r al., 1988) y todas las cabras recibieron una dosis de 9x10°
u.fc. en 20 pl de solucion salina estéril instilada con micropipeta® en el saco
conjuntival del ojo derecho. Al dia 118 PV y 65 dias después del primer
desafio (D1) se realizo un segundo desafio (D2) con la misma cepa, dosis y
bajo las mismas condiciones que el pnimero y al dia 168 PV (50 dias después

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

2.5 Necropsia vy obtencion de muestras. Sc rcalizo la necropsia a todos los
animales para su inspeccion externa ¢ mterna. Se colectaron muestras de los
siguientes organos para estudios bactenologicos: hinfonodulos (submandibular,
preescapular y retromamario), utero. glandula mamaria, y bazo. Las muestras

fueron guardadas por separado en bolsas dobles de polietileno, identificadas v

congeladas hasta su utilizacion.

2.6 Estudio bacteriologico. La preparacion, siembra c¢ incubacion de las
muestras de los organos para aislamiento se llevo a cabo en el laboratorio de
Bioseguridad del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina
Veteninania y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México, el
cual cuenta con un gabinete de seguridad BL2" con flujo de aire laminar y

lamparas de luz ultravioleta.

* Gilson Pipetman.
"Labgard Class 11 Tipo A/B3 NuAire Inc. Plymouth. Minnesota. USA.
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2.6.1 Procesamiento de drganos: a) sc limpiaron los organos con tijeras
y pinzas para climinar grasa y tejido sobrante, ) cada muestra s¢ imtrodujo en
alcohol al 70% v se flameo con un mechero para chminar los posibles
contaminantes; ¢) se cortaron en fragmentos pequeios y se colocaron en bolsas
dobles de polietileno esténles; d) se anadieron 10 ml de solucion salina esténl
a cada bolsa; e) se colocaron en un macerador de tejidost y sc completo la
maceracion con un rodillo de madera; ) se tomo6 con hisopo estéril una
muestra de liquido de cada bolsa y se distribuyd umformemente en las cajas
para cultivo con medio de Farrell, sembrando dos cajas por organo. El medio
de Farrell contiene: agar brucella" adicionado con un suplemento selectivo de
antibidticos' compuesto por 2 500 U.1. de sulfato de polimixina B, 12 500 U.L
de bacitracina, 50 mg de ciclohexamida, 2.5 mg de acido nalidixico, 50 000
U.L de nistatina y 10 mg de vancomicina; g) las cajas sembradas se colocaron
en incubadora' a 37 C durante 10 dias. l.a mitad de las cajas se incubaron con
5-10% CO; y la otra mitad sin CO; ; k) la revision de las cajas s¢ inicio a las 48
hrs y se resembraron en medio de Farrell las colonias sospechosas. L.os cultivos
que no desarrollaron crecimiento después de 10 dias se desecharon;
i) se hicieron frotis y tincion de Gram de las resiembras, j) los frotis que
mostraron caracteristicas del género Brucella (cocobacilos pequeios, Gram
negativos) fueron sometidos a las pruebas bioquimicas recomendadas (Alton et
al.,1988) como son: requerimiento de CO; , produccion de H,S , utilizacion de

TSl y Citrato y produccion de Ureasa ; también se realizo la identificacion de la

¢ Stomacher 400.England.
" Difco Laboratorics.

"OXOID Laboratorics. England.
’ NuAire MU 3700.
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cepa con aglutinacion por antisueros A y M* | crecimiento en presencia de
colorantes (tionma, fucsina, saframna ), prucba de acrniflavina  para
determinacion de fase lisa o rugosa y sensibilidad a lisis por fagos Tb' . Wb,

R/C', Fi™ , BK™ (Corbel, 1984).

2.7 Estudio seroldgico.

2.7.1 S¢ realizo la prueba de tarjeta con antigeno liso de Brucella
abortus al 3% (Diaz, 1993) a todos los sueros obtenidos posvacunacion (PV) y
posdesafios (PDI y PD2).

2.7.2 La presencia de anticuerpos contra la cepa rugosa vacunal de RBS1
fue evaluada mediante inmunoensayo enzimatico indirecto (ELISA) utihizando
como antigeno de captura una cepa en fase rugosa avirulenta mutante por
transposicion de Brucella abortus S2308 :: Tn5 " .

2.7.2.1 Estandarizacion de la prueba de ELISA,

2.7.2.2 Antigeno:Preparacién y pegado a la microplaca.- | antigeno
se preparo a una concentracion celular del 4% en solucion amortiguadora de
fosfatos 10 mM pH 7.2 (PBS), se establecio la dilucion optima del antigeno que
fue de 1:100 en PBS vy se colocaron 100 ul de esta dilucion en cada pocillo de
las microplacas de poliestireno®. Se cubrio cada microplaca con papel
autoadherible y se incubaron toda la noche a 37C. Al siguiente dia se lavaron 3

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

* National Vcierinary Services.

' Donados por Institut National de ia Recherche Agronomique.Paris.Francia
™ Donados por Central Veterinary Laboratory. Wevbridge. UK.

" Donada por L..A. Garry Adams. Texas A&M Umiversity .

" Nunc-immunoplate Maxisorp F96.



microplacas’ y como blogqueador s¢ utilizo una solucion — de albumina al 1%
diluida en 100 ml de PBS pH 7.2 de la cual sc colocaron 100ul en cada pocitlo
y se incubaron a 37C toda la noche y se¢ volvieron a lavar 3 veces con PBS-
Tween. Las micioplacas se cubricron  con papel autoadherible v se
almacenaron en refrigeracion a 4 C hasta la realizacion de 1a prueba.

2.7.2.3 Sueros.- Se determind la dilucion optima de los sueros problema
en 1:200 con PBS pH 7.2: se utilizd un suero control positivo v uno control
negativo y todos se prepararon por duplicado. Se colocaron 100ul de suero en
cada pocillo y las microplacas se cubrieron y se incubaron a 37C durante 60
minutos y posterionnente se lavaron con PBS-Tween.

2.7.2.4 Conjugado.- Se utlizo Anti-lgG de cabra obtenida en conejo
conjugada con peroxidasa” en una dilucion de 1:2000 en PBS v se colocaron
100ul por pozo. Las microplacas se cubrieron con papel autoadherente v sc
incubaron a 37C durante 60 minutos y se lavaron 3 veces con 100l de PBS-
Tween.

2.7.2.5 Sustrato y lectura de ELISA.- Se preparo una solucion con 5.48
g de 2,2°-Azino-di-(acido 3-etilbenztiazolina-6-sulfonico) (ABTS)” en 50 ml de
citrato de sodio 0.05 M pH 4 que se mantuvo alimacenada a 4C vy a la cual se
adicionaron 19 pl de H;O, al 1.2% al momento dec su utilizacion. A las
microplacas va lavadas se les adicionaron 100ul de sustrato preparado. se
dejaron a temperatura ambiente durante 15 minutos v se determino la densidad

optica (D.0O.) con el lector de microplacas® a una longitud de onda de 405 nm.

¢ Bio-Rad Immunowash 1250
* Sigma Chemical Co.
% Bio-Rad 3550.



Se calculo la media de las lecturas de las dos repeticiones, se¢ obtuvo el
promedio y la desviacion cstandar por dia de muestreo v los valores se

graficaron por grupo vacunado y no vacunado.

2.8 Andlisis estadistico.

Con los valores promedio de ID.O. obtenidos en la prucba de ELISA se realizo
un andlisis estadistico descriptivo y analisis de varianza para un modelo
factonal (vacunacion y tiempo posvacunacion) en el paquete Sistema de
Analisis Estadistico “SAS”, version 6.04 (1990) .

Para establecer diferencias de los porcentajes obtenidos en: aislamiento de cepa
de desafio, aislamiento por organos y seropositividad a la prucba de tarjeta al
3% entre el grupo vacunado y grupo control, se aplico un analisis para tablas

de contingencia (probabilidad exacta de Fisher) (Siegel, 1982).




3.- RESULTADOS

3.1 Estudio bacteriolégico. Como resultado del cultivo, identificacion y
tagotipificacion (Cuadros 1y 2) de las colonias sospechosas obtenidas en los
organos anahzados, la cepa de desafio Brucella meluensis biovariedad 1 se
aislo en 7 de los 25 ammales expucstos (28%). La cepa vacunal de Brucella
ahortus RB51 no se recuper6 en ninguno de los animales (0%). En la Figura |
se puede apreciar que en el grupo vacunado solamente se aislo la cepa de
desafio en una sola cabra representando ¢l 6.6% y en ¢l grupo control se aislo
en 6, lo que corresponde al 60% (p<0.01).

En cuanto al porcentaje de aislamiento a partir de los diferentes 6rganos
v como se muestra en la Figura 2, la cepa de desafio estuvo presente en los
linfonodulos submandibulares (SM) del 100% de fos animales con aislamiento
positivo; en bazo (B) en el 33.3% v en autero (UT), linfonddulos preescapulares
(PE), retromamanos (RM) y glandula mamaria (GM) cn el 16.6%. En la cabra
con aislamiento positivo del grupo vacunado, lacepa se aisloen el SM
(p< 0.01) y UT (p>0.05) y en las 6 del grupo control sec aislo en SM (6) . PE
(1), RM (1), GM (1), y B(2) (p> 0.05) y en una de las cabras del grupo control
se aislo en 4 de los 6 organos analizados.
3.2 Lesiones macroscdpicas. No se observaron lesiones externas en los sitios
de vacunacion (region axilar) y a la necropsia no se observaron cambios ni

alteraciones macroscopicas en los organos internos, principaimente del sistema

reticuloendotelial,
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3.3 Abortos. De las 10 cabras gestantes, 9 paricron crias normales y a término,
a excepeion de una cabra pertenceiente al grupo vacunado que aborto gemelos
muertos aproximadamente a los 137 dias de gestacion (65 dias PV y 11 dias
PD1). Los productos abortados resultaron negativos al aislamiento de Brucella
después del anahisis bacteriologico de contemdo abomasal, bazo, higado y

pulmones.

3.4 Estudios seroldgicos.

3.4.1 Resultados de la prueba de tarjeta al 3% con antigeno liso: No
se presento seroconversion en el 100% de los animales correspondienies a los
dias 0, 7, 15, 30 y 45 posteriores a la vacunacion (PV). El 100% de los sueros
de los ammales de los dias 7, 15, 30 y 37 después del primer desafio (PD1)
también resultaron negativos. Sin embargo, ¢l 48% del total de los sueros
probados después del segundo desafio (PD2) (dias 7, 15, 30 vy 45) resultaron
positivos a la prucba (Figura 3). Al analizar estos resultados por grupos
(Figura 4) sc observo que en el grupo vacunado la seropositividad inicio en el
6.6% de los animales al dia 7; en ¢l 13.3% en los dias 15 v 30 respectivamente
venel 40% al dia 45 PD2. En el grupo control, el 40% de los animales fueron
positivos al dia 7; 40% al dia 15 y 60% al dia 30 y 45 PD2. No hubo diferencia
significativa (p>0.05) en los porcentajes de seropositividad PD2 entre el grupo

vacunado y el grupo control.
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3.4.2 Resultados de la prueba de ELISA indirecta con antigeno rugoso: cn la
Figura 5 se ilustra el promedio de las densidades opticas (1D.0.) de los sueros
de los ammales del grupo vacunado y grupo control obtenidas en el lector de
microplacas. El grupo que recibio la vacuna RBS1 presento el promedio de
D.O. mas alto en comparacion con el grupo no vacunado (p< 0.01). Esta
diferencia significativa sc mantuvo del dia 7 al 128 PV (dia 10 PD2). Al dia
149 PV (dia 31 PD2)ya no hubo diferencia entre ambos grupos (p> 0.05), sin
embargo, al dia 165 PV (dia 47 PD?2) la diferencia volvié a ser significativa (p<
0.01). En la misma grafica se observa que ¢l promedio de D.O. del grupo
vacunado alcanza su punto maximo en ¢l dia 15 PV y comienza a disminuir a
partir del dia 30 al 45 PV, notandose un ligero ascenso al dia 60 PV (7 D1) el
cual se mantiene hasta el dia 91 PV (38 PD1). A partir del dia 91 PV hay un
descenso brusco que llega a su nivel minimo el dia 149 PV (31 PD2) vy de aqui
s¢ presenta una clevacion hasta cl dia 165 PV (47 PD2) que corresponde al

ultimo dia de muestreo.



4. DISCUSION

Las principales estrategias utihzadas por la Campana para la prevencion y
control de la brucelosis  anmmal en México y en otros paises con alta
prevalencia incluyen la vacunacion y ¢l diafnostico serologico (FAO/OMS,
1986, NOM-041-Z0O0-1995). La cepa Rev | de B. meluensis, probada por
primera vez en 1958 en Cordoba, Espana para la inmumzacion de ovinos y
caprinos (Crespo, 1994 ), sigue siendo hasta la fecha la vacuna de eleccion . A
pesar de su efectividad, esta vacuna tienc cicrtas deventajas en su uso (abortos,
infecciones persistentes, anticuerpos vacunales de larga duracion) (Alton v
Elberg 1967. Elberg er al., 1981; Alton, 1985. himéncz de Bagii¢s, 1989:
Blasco, 1993 ) lo cual ha motivado a varios investigadores a desarrollar otros
inmundgenos que mantengan las buenas cuahdades de la Rev 1 pero superen
sus desventajas. Uno de los productos de estas mvestigaciones es la vacuna
RBS5S1 de B. abortus desarrollada por Schurig, et al., 1991, v que ha sido
mayormente probada en ganado vacuno (Buhrman, 1989; Cheville ¢r a/., 1993,
Palmer et al., 1995) pero escasamente en caprinos (Roop ¢t al., 1986 Roop e?
al., 1991).

Analizando los resultados del presente trabajo v comparandolos con los
obtenidos en otros estudios al vacunar con la cepa Rev 1, se observo que el
porcentaje de proteccion conferido por la vacuna RBS1 al grupo de cabras
desafiadas experimentalmente con 9x10° de una cepa virulenta de B. melitensis

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

encontraron un porcentaje de proteccion del 67% en 36 cabras vacunadas con
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Rev | y desafiadas con 4x10° w.fc. de B meluensis (cepa virulenta H38)
Puede apreciarse que el porcentaje de proteccion logrado en este trabajo con la
cepa RB51 es muy cercano al 100%, lo cual concuerda con lo obtenido por
Alton, et al., (1972) y Mancera, ¢f al., (1992) con la Rev |.

Los resultados también permiten deducir que la vacuna RBS51 de B.
abortus en las cabras produjo inmunidad contra una especic heterologa como
B. meluensis, 1o cual fue demostrado anteriornmente en el modelo murino por
Jiménez de Bagiiés, et al., (1992), quienes determinaron que al vacunarlos con
la cepa RB51 les confiné proteccion contra B. abortus, B. melitensis y B. ovis.
Sin embargo, en otro trabajo posterior (Jiménez de Bagiiés, ¢r al.. 1994) se
observé que esta misma vacuna no protegio a un grupo de borregos desafiados
experimentalmente con B. ovis. Los autores mencionan que la efectividad de la
vacuna contra B. owvis en los borregos pudo verse limitada tal vez porque los
determinantes antigénicos criticos para la inmunidad protectora mediada por
c€lulas no son compartidos entre B, ovis y B. abortus.

Por otro lado, es necesario mencionar que en el presente estudio la dosis
vacunal de cepa RB51 por animal se inoculd en un volumen 20 ml de solucion
salina esténl por animal, cantidad que resulta muy elevada. La razon de esto
fue que la concentracion celular por dosis (0.8x10'" u.f.c.) de esta vacuna que
pertenecia a un lote experimental contenia menor cantidad de bacterias, por lo
que fue necesario utilizar 5 frascos de liofilizado por animal que fueron
reconstituidos en 20 ml de solucion salina para que la suspension obtenida
tuviera la concentracion celular (4x10' u.f.c.) y la solubilidad adecuadas para

su aplicacion. Debido al gran volumen se decidio myectar 10 ml del lado
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derccho y 10 del lado 1zquierdo para no lesionar la zona de noculacion.
Ninguno de los animales manifesto fiebre m molestias en los dias posteriores a
la vacunacion y no s¢ observaron signos locales de inflamacion.

En este trabajo se utilizo 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 Brucella (Robertson ¢t al., 1977). En este caso el medio
resulto muy efectivo ya que hubo escaso crecimiento de microorganismos
contaminantes lo que no dificulto el crecimiento de las colomas de Brucella y
facilité su aislamiento.

La mayor proporcion de aislamientos de la cepa de desafio se logro en
linfonddulos mandibulares (100%), seguido por bazo (33%). asi como el resto
de los linfonodulos, atero y glandula mamana (16%) lo cual comcide con
Alton, ¢t al., (1988) quienes mencionan que los organos en donde mas
frecuentemente se aislan las brucelas son los organos linfoides seguidos por el
utero y ubre. Esto puede explicarse porque el sitto de inoculacion drena hacia
los linfonodulos de csa zona y dec acucrdo a lo indicado por Crespo, (1994), los
linfonédulos mas proximos al sitio de inoculacion sc infectan con mayor
frecuencia. Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los de
Villegas, (1997), quien también determiné que el mayor porcentaje de
aislamientos por tipo de linfonddulo en cabras desafiadas con B. melitensis, se
logrd en los submandibulares.

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

organos entre el grupo vacunado y control, hubo evidencia estadistica
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(p= 0.01)de que el efecto de la vacunacion himito el establecimiento de la cepa
de desafio solo a linfonodulos submandibulares, sin embargo no existio
evidencia estadistica (p> 0.05) de que la vacuna disminuyera la probabihidad de
que la cepa de desafio se estableciera en otros organos, ademas de los
linfonddulos submandibulares.

No se logré aislar la cepa vacunal a partir de los organos de los animales
vacunados y sacrificados a los 168 dias posvacunacion. Esto sugiere que la
cepa fue eliminada probablemente durante las primeras semanas después de la
inoculacion. Estos hallazgos fueron semejantes a las observaciones hechas por
Schunig, ¢r al., (1991) y Stevens ¢r al., (1994) en bazos dc ratones infectados
con cepa RB5I la cual fue climinada entre las 3-4 semanas posinfeccion.
Cheville ¢t «l., (1992) inocularon 24 becerras y vaquillas con la cepa virulenta
2308 de B. abortus v determinaron que las becerras eliminaron la cepa muy
rapidamente (menos de 2 semanas) por lo que consideraron que era poco
tiempo de permanencia para inducir una respuesta inmune duradera a diferencia
de las vaquillas en las que la cepa perdurd mas tiempo (2-3 semanas). Estos
investigadores sugirieron que si este tiempo de 2 a 3 semanas fuera suficiente
para producir inmunidad. la cepa podria tener caracteristicas ideales como
vacuna. En el presente estudio se observo que el tiempo de permanencia de la
cepa vacunal fuc suficiente para conferir proteccion al 93.4% de las cabras
desafiadas con B. melutensis por lo menos hasta el momento del sacrificio
(durante 7-11 semanas aproximadamente).

La menor persistencia de la cepa rugosa RB51 en cabras comparada con

la de las cepas lisas de mayor virulencia como B. ahortus 2308 o en este caso
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B melitensis se debe a la ausencia de la cadena <O del LPS (Price ¢ dl.,
1990) que al parecer confiere a las Brucellas la capacidad de cevasion al
proceso de digestion de los macrofagos, protegicndolas de los lisosomas o
inhibiendo factores bactericidas de los polimorfonucieares sin que aun s¢
conozca ¢l mecanismo exacto (Soto ¢r al, 1991). Chewville ¢ al., (1992),
observaron que cn los bovinos existen marcadas diferencias en cuanto a la
magnitud de las lesiones causadas a nivel de hnfonodulos y bazo por cepas
virulentas cuando se comparan con cepas mutantes. Estos autores explican que
Jas primeras causaron una marcada deplesion de las células linfoides en la zona
de células T dependientes de los organos linfoides lo cual provoca una
inmunodeficiencia temporal que puede prolongar Ia persistencia de las cepas
virulentas ¢n ¢sos organos. La causa directa de esta deplesion aun se desconoce
pero se ha relacionado con altas concentraciones de brucelas y macrofagos en
los 6rganos linfoides (Winter, 1990).

Aunque en este trabajo no fue posible probar la eficiencia protectora de
la vacuna RBS1 contra ¢l aborto por efecto de la infeccion experimental con 5.
melitensis como originalmente se habia planteado, se demostro que la vacuna
no indujo ¢l aborto en las cabras gestantes que fueron vacunadas
aproximadamente a los 75-80 dias de gestacion. Estos resultados contrastan
con lo observado en el trabajo de Jiménez de Bagués ¢r al., (1989) quienes
vacunaron a borregas gestantes con dosis reducida de Rev 1 por via subcuianea
en fases tempranas de la gestacion v sc produjo un elevado numero de abortos.
En la presente investigacion, todas las cabras parieron en el tiempo normal a

crias vivas a excepcion de una que aborto gemelos muertos aproximadamente a
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los 137 dias de gestacion (65 dias posvacunacion). Los resultados de los
analisis bacteriologicos realizados en los fetos fucron negativos al aislamiento
de Brucella. De hecho, la condicion fisica de la cabra no era satisfactona desde
el inicio del experimento mostrando emaciacion progresiva y anorexia. Durante
la necropsia sc¢ observaron lesiones sugerentes de paratuberculosis con
linfonodulos mesentéricos aumentados de volumen, engrosamicnto de la
mucosa del ileon y ausencia de grasa corporal lo cual, aunado al hecho de no
haber aislado Brucella en los fetos sugiere que el aborto no estuvo relacionado
con la vacunacion. Aunque estadisticamente el nimero de cabras gestantes (10)
fue pequeno para inferir que la vacuna no causa aborto, existen otros estudios
al respecto que apovan estos resultados como el de Roop ¢f al_, (1991) quienes
inocularon por via intramuscular diferentes dosis de RBS1 a fetos de cabras en
el dltimo tercio de gestacion y en ninguna s¢ presentd aborto ni partos
prematuros. Aunque el nimero de cabras (3) y fetos (6) utilizados por estos
investigadores fue reducido, fue representativo cl hecho de que la cepa, a pesar
de haber sido inoculada directamente a los fetos en cl intenor del utero no
causo lesiones que condujeran a la muerte y al aborto de los mismos. En otro
trabajo mas extenso realizado por Palmer, ¢ al., (1995) concluyeron que la
cepa RBS1 a una dosis de 1x10” por via subcutanea no indujo el aborto en 350
vacas gestantes y la inoculacion por via intravenosa causo una ligera
placentitis.

Entre los trabajos mas completos enfocados hacia el poder protector de
la vacuna cepa RB51 contra el aborto causado por la infeccion experimental

con cepas virulentas, esta el de Cheville, er al., (1993) en el que se vacunaron a



24 vaquillas con diferentes cepas de 8. abortus (cepa 19, RBS1 v mutantes por
supresion) y que fueron desafiadas con la cepa virulemta de B. abortus 2308 por
via intraconjuntival al quinto mes de gestacion. Ninguna de las vacas vacunadas
presentd aborto i sc aislo la cepa de desafio a comparacion del grupo control
no vacunado en donde hubo 60% de abortos y ¢l resto de los antmales paneron
becerros débiles a los 8.5 meses de gestacion. La imposibilidad de evaluar en
este trabajo la capacidad protectora de la vacuna cepa RBS1 contra el aborto
ocasionado por la infeccion experimental con la cepa virulenta de B. meliensis
en cabras. se debio a que el pnmer desafio hecho a los 53 dias posvacunacion
(aproximadamentc a los 127 dias de gestacion), no fue cfectivo yva que hubo
ausencia de respuesta inmune en todos los animales medida a través de la
prueba de tarjeta al 3% durante 37 dias posteriores a dicho desafio. momento
en ¢l cual ya habian iniciado los partos. La falla en el desafio se atribuye a un
error cometido durante ¢l transporte o aplicacion del inoculo va que después de
la preparacion y ajuste de la concentracion celular del inoculo se dividio en dos
partes v una de ellas se llevo a las unidades de aislamiento para aphcarla a los
animales y a la otra se le realizé cl conteo de colonias del cual resulto el
namero adecuado (9x10° u.fc.)

Los resultados obtenidos con la prueba de tarjeta al 3% con antigeno
liso, mostraron que todos los sucros posvacunales fucron negativos hasta antes
del segundo desafio (118 dias posvacunacion). Esto confirma lo establecido por
Schurig, et al., (1991) quienes a través de varios estudios concluyeron que los
ratones, cabras vy ganado vacuno mmunizados con cepa RBS1 producian

anticuerpos dirigidos contra proteinas de la membrana externa de B. abortus



pero no contra la cadena "0 del LPS, por lo menos durante 7 semanas
despucs de la moculacton. En la presente investigacion pudo obscrvarse que no
s¢ detectaron anticuerpos contra {a cadena O durantc 18 semanas
posvacunacion. Se han identificado vanas proteinas mmunogenicas de la
membrana externa de la cepa RB5L. En 1993, Stevens ¢r al., midieron las
respuestas celulares proliferativas hacia 22 fracciones protéicas (106 a 18 kDa)
de B. abortus cepa 2308 y de RBS1 ¢n ¢l bazo de ratones infectados con las
cepas 2308, 19 y RBS1. De sus observaciones los investigadores concluyveron
que los ammales infectados desarrollaron respuestas celulares proliferativas
similares principalmente hacia las fracciones protéicas de 27 a 18 kDa de la
cepa 2308 con la anica excepeion de que la respuesta hacia la RBS1 fue de mas
corta duracion. En otro estudio (Stevens ¢r al., 1995), se midio la respuesta
celular en los linfonddulos cervicales a proteinas de la membrana externa de la
cepa RBS! y la 2308 de 5. abortus en vacas vacunadas con RBS! v vacas
infectadas con cepa 2308. Los resultados indicaron que la cepa RB51 v la 2308
contienen proteinas inmunodominantes de peso molecular similar (32, 27, 18,
<|8 kDa) que inducian la respuecsta celular. Posteriormente, Olsen ¢r al.,
(1997) a raiz de sus estudios en cabras sugineron que las proteinas de la
membrana externa de peso molecular de 18 kDa o menores eran importantes
para la estimulacion de respuestas proliferativas de linfocitos v que estas
proteinas estaban presentes tanto en /3. abortus como en B. meluensis. En los
trabajos mencionados anteriormente 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 Brucella . aunque no



debe restarse importancia al posible papel que juegan fos anticucrpos en esta
proteccion. En un estudio hecho por Jiménez de Bagiiés ¢f al (1993) en ratones,
se determind que la cepa RBSI produjo miveles significativos de proteccion
contra 3. ahortus, B. meluensis 'y B. ovis, pero se observo que la cepa RB5|1
indujo formacion de linfocitos T que protegieron contra B. abortus y B.
melitensis pero no contra B. ovis y que los anticuerpos aportaron proteccion
contra B. ovis y B. melitensis pero no contra B. abortus. Esto sugiere que la
inmunidad puede deberse a la accién combinada de anticuerpos y respuestas
inmunes mediadas por células y que podrian existir otros factores que influyen
en las respuestas, va que existen evidencias de que los anticuerpos por si solos
tienen capacidad de proteger contra la infeccion por Brucella, dependiendo del
numero de bacterias v la afinidad de los anticuerpos (Winter, 1990).

En este trabajo 1a seroconversion hacia los antigenos lisos posterior al
desafio se presenté en mayor proporcion en las cabras del grupo control y
aunque no se establecio diferencia estadisticamente significativa entre ambos
grupos se puede pensar que la capacidad inmunogénica de las cabras
vacunadas permitio el control mas adecuado de la cepa de desafio. limitando su
persistencia en estos amimales. La no reactividad del suero en la prucba de
aglutinacion en tarjeta con antigeno liso antes del desafio y la seroconversion
manifestada después del mismo, tanto por cabras vacunadas como no
vacunadas, apoyan lo observado por otros investigadores quienes establecen
que la deteccion de anticuerpos que reaccionan en las prucbas serologicas que

uttlizan antigeno liso de B. ahortus en animales vacunados con RBS! puede

indicar una infeccion de campo por B. ahortus y en este caso por B. melitensis
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(Cheville, 1993; Schung, 1994) Esta curacteristica constituye la principal
ventaja de la vacuna RBSI sobre la Rev | ya que permite distinguir animales
vacunados de infectados al aplicar las prucbas serodiagnosticas de uso comun,
lo cual hasta la fecha ha representado un serio problema para el mejor
desarrollo de las campaias de prevencion y control contra la brucelosis animal
en México y otros paises.

Los resultados obtenidos en la prueba de ELISA indirecta con antigeno
rugoso, sugieren que la vacuna RB51 produce elevacion en el titulo de
anticuerpos séricos que si bien no pueden relacionarse ampliamente con
proteccion, indican que hubo respuesta humoral al usar este inmunogeno. El
motivo de utilizar un antigeno de captura rugoso en la prucba de ELISA
indirecta fuc para detectar la respuesta inmune humoral a la vacunacion con
RB51, lo cual no seria posible con antigenos hsos. En general, ELISA se¢
considera una prueba muy sensible y especifica para el diagndstico de
brucelosis en bovinos y ha demostrado su eficacia en diversos trabajos (Nielsen
et al., 1988). En caprinos, el diagnostico de la brucelosis por este método solo
se hace a mvel experimental ya sea con ELISA indirecto (Diaz, 1993) o con
ELISA competitivo (Alfonscca er al., 1995) y segin estos autores tienen una
sensibilidad cercana al 100%. Sin embargo, no existen pruebas diagnosticas
establecidas para determinar la respuesta inmune humoral a vacunas
experimentales en capninos.

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

seroldgico obtenido de los sueros de las cabras vacunadas con RBSI| vy

sometidos a la prueba de ELISA indirecto con antigeno de captura rugoso y en
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la que se utihzo como comjugado Anti-IgG caprina —por lo que se infiere que
las inmunoglobulinas detectadas son del tipo G- mostro que las 1pG alcanzaron
sus niveles maximos entre los 15-30 dias posteriores a la vacunacion,
coincidiendo con lo observado en el trabajo de Roop er al., (1991) en cabras
inoculadas i urero con cepa RB5S1. Otra caracteristica observada en ¢l perfil
serologico logrado en ¢l presente trabajo es la tendencia de los anticuerpos
vacunales a elevarse poco después del dia 149 posvacunacion y que contintia
hasta el dia 165 que corresponde al ultimo dia de muestreo scrologico por lo
que se desconoce su desarrollo posterior. Esta incremento pudo deberse al
estimulo antigénico ocasionado por ¢l desafio con la cepa virulenta de B.
melitensis, lo que sugiere que existen otros determinantes  antigénicos
diferentes a la cadena “O" del LPS que juegan un papel importante cn las
respuestas inmunes contra las brucelas. Esto apova las observaciones hechas
por otros investigadores (Stevens ef al., 1993 ; Stevens ¢r al., 1995) quienes
trabajaron con ratones y vacas y concretamente por Olsen er al., 1997, quienes
realizaron estudios en cabras y concluyeron que ciertas proteinas de la
membrana externa (< 18 kDa) eran inmunodominantes y que estaban presentes
tanto en B. ahortus como en B. meliensis.

Es importante seialar la falta de estudios ¢ informacion referentes a la
respuesta inmune humoral en caprinos producida tanto por la infeccion como
por la vacunacion (vacuna clasica y experimentales), asi como de la

caracterizacion de las inmunoglobulinas producidas en ambos casos. Por

fortuna, en México sc¢ estan desarrollando nuevas lineas de investipacion
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dingidas hacia el mavor conocimiento de estos aspectos en ¢l ganado caprino

(Alfonseca ¢t al., 19995).

A pesar de las bondades de la vacuna RBSI demostradas en esta
imvestigacion, es necesano seguir reahizando mas estudios en ganado caprino
dingidos a evaluar otros aspectos de la misma, como son la duracion de su
cfecto protector a lo largo de los anos v la posible eliminacion de la cepa
vacunal a través de la leche, ya que por ser un producto reciente ¢ésto no ha
podido determinarse en forma adccuada, aunque cabe mencionar que en el
momento actual se tienen evidencias de que la cepa RBS1 no sc elimina por la

P ., ]
leche de cabras vacunadas por lo menos durante 2 meses posvacunacion

Es priontanio aumentar la cobertura de vacunacion en los caprinos ya que
a pesar de los esfuerzos de la Campana, sigue siendo msuficiente para lograr
avances importantes en el control de la brucelosis en esta especie doméstica,
que constituye ¢l medio de vida de un sector importante de la poblacion
mexicana y representan una fuente potencial de divisas para México a través de
la comercializacion de sus productos, principalmente quesos y que esta
seriamente limitada por las barreras no arancclarias impuestas por los paises
importadores. Para apoyar estos esfuerzos se requierc por un lado. aumentar el
numero v la calidad de las investigaciones en todos los aspectos relativos a la
brucelosis caprina y por otro difundir mas informacion entre los grandes y

pequeitos caprinocultores acerca de los beneficios de la vacunacion v de las

* Sudrez.G.; Diaz. A.; Soberén. M v Torres.A. Datos sin publicar
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consecuencias de la enfermedad, con las repercusiones que ésta trac a la
produccion y productividad de sus amimales asi como de los resgos que

implica para la salud del propio productor, su familia y la poblacion que

consume sus [)dellCtOS.

K]




h
“

S. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este estudio, la vacuna RBS1 de B. abortus ala

dosis de 4x10'" uf.c. por via subcutanea confinio proteccion al 93.4% de
- “ . S ~ .

las cabras  desafiadas en forma experimental con 9x10” u.f.c. por via

conjuntival.

L.a vacuna RBS51 no indujo la formacion de anticuerpos detectables a
través de la prueba de aglutinacion en tarjeta al 3% utilizando antigeno

liso por lo menos durante 168 dias después de la vacunacion.

La vacuna no ocasioné el aborto en cabras gestantes vacunadas a los 75

dias de gestacion.

La prueba de ELISA indirecta con antigeno de captura rugoso detecta la
presencia de anticuerpos vacunales producidos por la cepa RBS| en

€aprinos.
Se requieren mas estudios dirigidos a evaluar la duracion de la

proteccion conferida por la vacuna RBS1 y su posible eliminacion

a través de la leche.
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Cuadro 1 .- Resultados de las técnicas bioquimicas aplicadas para la tipificacion de la cepas sospechosas de Brucella
aisladas de los organos obtenidos al sacrificio.
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Cuadro 2 .- Resultados de la fagotipificacion de la cepas sospechosas de Brucella aisladas de los 6rganos
obtenidos al sacrificio de los animales.
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Figura 1.- Porcentajes de aislamiento de la cepa de
desafio (B. melitensis biovar. 1) en los 6rganos obtenidos
al sacrificio de las cabras del grupo control y del grupo
vacunado.
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Figura 2.- Porcentaje de aislamiento de la cepa de
desafio (B. melitensis biovar.1) en cada uno de los 6rganos
ocbtenidos de las cabras al sacrificio.
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Figll ra 3.- Porcentaje general de seroconversion obtenido
con la prueba de tarjeta al 3% con antigeno liso en los sueros
de las cabras obtenidos a partir del dia de la vacunacion hasta
el altimo dia de muestreo.
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prueba de tarjeta al 3% con antigeno liso en los sueros de las
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F igura 5.~ Perfiles serolégicos de las cabras del grupo
vacunado con RBS1 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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