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Resumen

E! abjetivo del presente estudio fue presentar el perfil de los diferentes isotipos de
inmunoglobulinas séricas en cabras infectadas y vacunadas con diferentes
protocolos contra la brucelosis por medio de un inmunoensayo enzimatico
indirecto que utiliza et lipopelisacarido (LPS) de Bricella melitensis 16 M ct;mo
antigeno de captura especifico de los diferentes isctipos anti-LPS de Brucelia. Los
protocolos usados fueron: 1.- 8. melitensis Rev 1 ruta conjuntival (10%), 2.- B.
melitensis Rev 1 en dosis reducida (5 x 10%), 3.- B. aborfys RB51 (2.5 x 10, 4.- B.
abortus $2308::Tn5 (2.8 x 10%), 5.- infeccién experimental por ruta conjuntival con
B. melitensis biovariedad 3 (4 x 10°) y 6.- grupo control negativo. La unitn de los
diferentes isotipos en suero de animales infectados y vacunados con Brucefia fue
significativamente mayor al de! grupo control negativo (P = 0.0001), la diferencia
entre grupos fue estadisticamente significativa (P = 0.056). En el grupe infectado
experimentalmente las concentraciones de IgM e gG totales fueron mayores en
comparacion con los demds grupos. La concentracin de IgG totales siempre fue
mayor a la de igM en todos fos grupos a lo largo del estudio. 19G; se presentd
como e! isotipo dominante en los grupos 1,2,3, y 5 en los dias 30 a 90,
observando que a mayor cantidad de LPS presente en las células mayor
respuesta de 1gG.. IgG; se muestra como ia subclase dominante en el grupo 5
mientras que en los grupos 1 y 2 a partir de dia 90 se presenta el cambio a IgG;.
El grupo 4 no muestra niveles importantes de 1gG; v {a subclase dominante a lo
fargo de todo el estudio para ese grupo es IgG.. En los grupos vacunados ia
mayor respuesta de IgM e IgG total |la presentaron los animales vacunados con
B. melitensis Rev 1 por ruta conjuntival (grupo 1). Se observd que las cabras
reaccionan a Brucella (cepas de campo y vacunales) con una ligera respuesta
de IgM que alcanza su maxima concentracion entre los dias 20-30 y una mayor
respuesta de IgG con concentraciones méximas entre ios dias 30 a 60 después

de la infeccidn o vacunacién.
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Summary

The humoral immune response in goats vaccinated and infecied with different
protocols against brucellosis was evaluated using an i-ELISA test. The protocols used
were: 1.- B. melitensis Rev 1 conjunctival route (10°), 2.- B. melitensis Rev 1 reduced
dose (5 x 10%), 3.- B. abortus RB51 (2.5 x 10%), 4.- B. abortus $2308::Tn5 (2.5 x 10%), B.
melitensis biovar 3 (4 x 105) and 6.- Negative control group. The lipopolissacharides
(LPS) of B. melitensis was used to bind immunoglobulin. The binding of the different
isotypes in sera from Brucella-infected and vaccinated animals was significantly
greater than those in negative contrel group (P = 0,0001). The differences between
groups was statistically significant (P = 0.055). In the artificially infected group the
concentration of total IgG and IgM was higher thac the others groups. The
concentration of IgG total was higher than IgM in all groups, the response of IgM was
discrete and never higher than IgG. In the vaccinated groups the greatest mpoﬁse of
IgM and IgG was found in the group vaccinated with B. melifensis Rev 1 using the
conjunctival route. IgG2 was the major isotype in groups 1,2,3 and 4 during 30 aad 90
days, It was noticed a higher quantity of LPS in cells with better response of IgG2.
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Introduccién

La brucelosis es una enfermedad que se encuentra presente en casi todo el mundo, ia
distribucién de las diferentes especies del género Brucefia y sus biovariedades varia con las
dreas geograficas, es caracteristica de los animales y afecta de forma accidental al hombre
(FAO/OMS 1986 ; Alton 1987).

La brucelosis es conocida desde 1861, fue descrita por Marston, en la isla de Malta,
posteriormente Bruce en 887 realizo el primer aislamiento del germen. Es una de las
principales zoonosis bacteriana y afecta de manera importante a los paises en vias de
desarrollo, la prevalencia mas alta en el hombre se encuentra en los paises con altas tasas de-
brucelosis en los caprinos y ovinos como Rusia, paises del Medio Oriente y en América
Latina los paises que registran el mayor nimero de casos son México, Argentina y Pera
( FAQ/OMS 1986; Alton 1987; Nagal et al 1994 ).

Caracteristicas del Género

El género Brucella, de acuerdo al manual Bergey (7984}, esta comprendido dentro del
grupo de cocos y bacilos aerobios Gram negativos, Esta clasificado en seis especies, cuatro
lisas: B. abortus, B. melitensis, B, suis y B. neotomae, y dos rugosas: B. canis y B. ovis;
recientemente se ha propuesto que el genero Brucella contenga como tnica especie a B.
melitensis y las especies clasicas sean nombradas como biovariedades (Halling 1997).

Las brucelas, son bacterias pequefias de forma cocoide o cocobacilar de 0.5 - 0.7 pm x
0.5 - 1.5 pm que pueden presentarse en pares y sin agrupacion definida, no moviles, no
esporulados, son microorganismos aerobios, pero algunas especies requieren de CO; para su
crecimiento. Tiepen un sistema de transporte de electrones basado en citocromos con
oxigeno ¢ nitrato como aceptor final de electrones.

Muestran poca accion fermentativa sobre los carbohidratos en los medios de cultivo
convencionales. Algunas cepas crecen en presencia de eritritol, son catalasa y oxidasa
positivo, reducen el nitrato y la mayoria de las especies hidrolizan la urea, no producen
indol, no lician la gefatina, son negativas al rojo de metilo y no producen acetil-metil-
carbinol. Crecen a temperatura de 37°Cenun pH entre 6.6y 7.4.

La variacion en el comportamiento intraespecie Ueva a la necesidad de clasificarlas en
biovariedades (biotipos) que de acuerdo al manual de Bergey (1984) se aceptan 15 en la
actualidad en 6 especies. Los criterios para lograr la identificacion de las especies y
biovariedades del género Brucella resultan de la combinacion de la produccidn de acido
sulthidrico, necesidades de CO;, produccién de ureasa, crecimiento en medios de cultivo que
contengan colorantes como tionina y fucsina, produccion de catalasa y oxidasa, lisis en
presencia de los diferentes fagos y aglutinacion con antisueros monoespecificos A y M. Para
realizar las pruebas de aglutinacién con sueros monoespecificos se emplean sueros
adsorbidos, ya sea con B. melitensis o B. abortus, proporcionados por los centros
internacionales de referencia. Rutinariamente se emplean el A y el M, pero en caso de una
cepa rugosa se emplea ademas el R. Algunas biovariedades de B. aborfus tienen come
antigeno dominante el A (biovariedades 1, 2, 3 y 6) o el antigeno M (biovariedades 4,5y 9)
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o ambos (biovariedad 7} y por lo tanto no se puede concluir que una cepa que aglutina con
anti-M necesariamente es B, melitensis, B suis puede tener como antigeno dominante el A
(biovariedad 1, 2 y 3) o ambos (biovariedad 4). B. melitensis puede tener como antigeno
dominante al M (biovariedad 1) al antigeno A (biovariedad 2) o ambos (biovariedad 3)
(Thoen 1986; Scarlan 1988, Sanchez 1993; Carter 1994 ),

Brucella abortus (Schmidt 1901} es el agente infeccioso de la brucelosis bovina y
ocasionalmente de pequeiios rumiantes que se encuentran en contacto con bovinos
infectados. Esta enfermedad se encuentra diserminada en todo el mundo.

En la especie de B. abortus originalmente se propusieron nueve biovariedades que se
distinguen entre ellos por reacciones bioquimicas y serologicas. Son catalasa y oxidasa
positivos, requieren de CO, principalmente para su cultivo primario, producen écido
sulfhidrico, algunas biovariedades hidrolizan la urea y otras no, reducen los nitratos a
nitritos, crecen en medios que contengan fucsina basica. Las cepas lisas tienen en su
superficie los antigenos A y M.

Esta especie es lisada por los fagos Tb (Tbilisi), Wb (Weybridge), Fi (Firensi) y Bk
(Berkeley), en la dilucion habitual de prueba. Los cultivos rugosos son lisados por los fagos
del grupo R.

Las cepas de referencia reconocidas son:

B. abortus 544 biovariedad 1
B. abortus 86/8/59-v—~——————— biovariedad 2
B. abortus Tulya biovariedad 3
B. abortus 299 biovariedad 4
B. abortus B 3/96- biovariedad 5
B. aboritus 870 biovariedad 6
B. abortus 63/73————-———- Dbiovariedad 7*

B. abortus C 68 —--——- biovariedad 9

B. abortus, biovariedad 8, fue suprimida de la lista en el afio de 1978, ya que durante
muchos afios no habia sido reportada y no se contaba con una cepa de referencia disponible.

Brucella melitensis (Hughes 1893) se encuentra en forma endémica en el litoral del
Mediterraneo, al suroeste de Asia y en América Latina, constituyendo una grave zoonosis.

En los paises donde la crianza de ovinos y caprinos ha sido intensiva, se ha notado un
aumento en la prevalencia.

La mayoria de las razas caprinas son muy susceptibles a la enfermedad, pero es muy
vanada la susceptibiiidad en las diferentes razas ovinas. En los paises de las costas del
Mediterrineo y el sureste de Asia, son los ovinos la especie més afectada, sin embargo en
América Latina son los caprinos los més afectados.

° B abortus, blovariedad 7, cepa de referencia 63775 esta reportada como un cultive misto de ias blovariedades 3
y 5. Desde hace algunos afios ho se presenta como un cuitivo auténtico, por lo que se espera sea suprimido.
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B. melitensis presenta tres biovariedades, es catalasa y oxidasa positivo, no requiere de
CO; ni produce dcido sulfhidrico o a veces en pequeiias cantidades, algunas cepas son urea
positivo, crecen en presencia de colorantes como ficsina y tionina. Reducen los nitratos y en
las prucbas frente a los sueros moneespecificos tos cultivos lisos pueden reaccionar a ambos
antigenos A y M.

En la fagotipificacion las cepas lisas pueden ser lisadas por el fago Bk, pero no por los
fagos Tb, Wh, Fi, en las diluciones habituales de prueba.

Las cepas de referencia son:

B. melitensis 16M biovariedad 1
B. melitensis 63/9 biovariedad 2
B. melitensis Ether «—-———————--—— biogvariedad 3

B. suis presenta cinco biovariedades. Es catalasa y oxidasa positivo, no requiere la
presencia de CO2 para su crecimiento, 12 Biovariedad 1 produce una gran cantidad de &cido
sulfhidrico, asi como otras biovariedades que no producen nada. Hidrolizan la urea en forma
rapida. Generalmente crecen en presencia del colorante tionina pero la mayaria de las cepas
son inhibidas por colorantes como fucsina y vicleta de metilo.

En los cultivos lisos predomina el antigeno de superficie A, excepto en el biotipo 4 en
cual reacciona de igual manera con los antisueros A y M y la biovanedad 5 reacciona
solamente frente al antisuero monoespecifico M.

Los cultivos lisos son lisados por los fagos Wh, Bk en dilucion habitual de prueba. Frente
al fago Fi produce una lisis parcial.

Las biovariedades 1, 2 y 3 afectan a los cerdos y su distribucion geogréfica es la
siguiente: la biovariedad 2 se encuentra localizada principalmente en Europa, existen
reportes de su presencia en América, por ejemplo en Cuba, no se caracteriza por afectar al
hombre, la biovariedad 3 es endémica de América del Norte y sur de China es muy
semejante a la biovariedad 1 en cuanto a sus caracteristicas epidemiolégicas.

La biovariedad 1 es la més importante desde el punto de vista epidemiologico y
econdmico, se encuentra en el sureste Asiatico, las islas del pacifico y América Latina.

Algunas cepas de esta biovariedad presentan caracteristicas atipicas en cuanto a su
crecimiento en medios de cultivo que contienen colorantes.

Las cepas de referencias reconocidas son:

B. suis 1330(—————-————-— biovariedad 1
B. suis Thomsen ——————— biovariedad 2
B. 5ti5 686--mcammaeieenme biovariedad 3
B. suis 4¢ ——————— biovariedad 4
B. suis 514 —————— biovariedad 5
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Brucella neotomae (Stoenn y Lackman 1937) se aislé de ratas del desierto (Neotomae
lepida), en Utah, Estados Unidos y su distribucion se limita a esta especie, sin haberse
comprobado la infeccién en los animales domésticos o el hombre.

La B. neotomae es catalasa y oxidasa positiva, no requiere de CO; para su crecimiento,
hidroliza rapidamente la urea, no crece en medios que contengan fucsina ni safranina, pero
pueden crecer en presencia de tionina, reducen los nitratos a nitritos.

En los cultivos lisos e} antigeno predominante es el A; y estos pueden ser lisados por los
fagos Wb, Fi, Bk? en la dilucion habitual de prueba. frente al fago Tb se produce una lists
parcial. Los cultivos rugosos o mucoides no son lisados por estos fagos.

La cepa de referencia reconocida es B. neotomae 5K 33.

Brucella canis, fue originalmente descrita por Carmichel y Bruner en 1967 en los
Estados Unidos, posteriormente se ha diagnosticado y aislado en otros paises; por ejemplo
existen focos endémicos en Argentina y México. Los cultivos se encuentran siempre en fase
rugosa o mucoide en cultivo primario, la fase lisa no s ha observado.

La B. canis es catalasa y oxidasa negativo, no requiere CO, para su crecimiento ni
produce acido sulfhidrico, hidroliza répidamente la urea, reduce los nitratos a nitritos. Su
crecimiento se ve inhibido por fucsina pero crece en medios que contengan tionina a
concentraciones estindares.

La cepa de referencia reconocida es B. canis RM6/66.

Brucella ovis (Buddle 1956) es el agente etiologico de la epididimitis de los carneros, Esta
ampliamente difundida en todos los paises donde la explotacion ovina tiene importancia.

La B. ovis es catalasa y oxidasa positiva, requiere de CO; para su crecimiento. No
produce 4cido sulfhidrico ni hidroliza la urea, crece en presencia de fucsina y tionina en los
medios de cultivo. No reduce los nitratos. Los cultivos primarios siempre estan en fase
rugosa. Los cuitivos no son lisados por los fagos Tb, Wb, Fi, y BK® en la dosis habitual de
prueba, pero si son lisados por el fago del grupo R.

1.a cepa de referencia reconocida es B. ovis 63/290.

Recientemente se han descrito infecciones por bacterias de! genero Brucella en
mamiferos marinos.

Componentes antigénicos y propiedades estructurales del género Brucelia

En las distintas especies de Brucella no se han detectado factores de virulencia clasicos
como exotoxinas y capsulas (Soto ef al; 1991), por lo que su capacidad patogénica se debe
mas a fendmenos intracelulares. Se ha observado que las brucelas de tipo liso presenta
especial habilidad para evadir los mecanismos de defensa del huésped, logrando sobrevivir y
multiplicarse dentro de los leucocitos polimorfonucleares (PMN). Se sabe que esta habilidad
esta mediada por componentes de superficie de la bacteria ( Canning y Enright 1950).

Los miembros de este género poseen una envoltura celular caracteristica del grupo de
las Gram negativas formada por una membrana citoplasmatica, un espacio periplasmico que
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contiene al peptidoglucane y la membrana externa la cual s la primera estructura que entra
en contacto con el sistema inmune {Martin y Hancock 1990, Diaz-Aparicio 1993).

Cépsula.- Oberti y col (1982) mencionan la existencia de una capa externa,
aparentemente. capsular, por medio de electronografias en cepas en fase lisa aungue otros
autores ( Diaz-Aparicic 1993) mencionan que se puede tratar del LPS de la membrana
externa. ' '

Lipopolisacarido (LPS).- La molécula mas abundante de ia membrana exterma dg las
bacterias Gram negativas es el LPS ( del 2.5 - 3 % del peso seco de la bacteria) . El LPS
esta compuesto por un lipido A, una regidn central o niicleo y una cadena polisacarida o
antigeno “O"”. En las bacterias en fase lisa, el LPS cubre la mayor parte de la superficie-
externa, siendo el antigeno inmunodominante (Perry y Bundle 1990; Diaz-Aparicio 1993).

El lipido A de Brucella muestra gran diferencia en estructura con las bacterias entéricas
contiene enlaces amido y residuos aciloxiacil, 3-0(16:0)12:0, 3-0(16:0)13:0, 3-
0(16:0)14:0, 3-0(18:0)14:0, 3-0OH-16.0, y 3-0-14:0 y un inusual 2 3-diamino-2,3-
dideoxi-D-glucosa como esqueleto de aziicar, el cual es similar al lipido A de varas
bacterias fotosintéticas (Martin y Hancock 1990; Moriyon 1997).

La cadena “O” es un polisacarido que contiene los determinantes antigénicos responsables
de 1a especificidad seroldgica entre las especies y serovariedades (Garin-Bastuji ef af, 1990).

La molécula de LPS de cepas en fase lisa contienen los antigenos A y M, descritos por
Wilson, Miles y Pirie en 1932, y considerados como los epitopos que se expresan
predominantemente en la superficie de las células y sirven como caracteristica diferencial de
las diferentes especies de Brucella. Asi se reconocian por medio de antisueros
monoespecificos especies A dominantes (8. abortus} y M dominantes (B. melitensis).

En la actualidad se sabe que el antigeno “0Q” de B. abortus 1119-3 esta constituido de un
homopolimero linear de unidades de D-manopiranosil, 4-6 dideoxi, 4-formamido unidos por
enlaces alfa 1-2. La estructura del polisacarido “O” de B. melitensis también un
homopolimero de D-manopiranosil, 4-6-dideoxi, 4-formamido {0 perosamina)
estructuralmente muy similar al de B. abortus lo cual explica la reaccién cruzada entre estos
microorganismos, pero no aclara la especificidad antigénica de A con respecto a M que se
puede demostrar serologicamente {Alton 1975; Perry y Bundle 1990; Lopez 1991).

Estudios detallados por resonancia magnética nuclear y electroforesis en geles de
poliacrilamida realizados sobre el polisacirido-O del LPS producido por B. melitensis 16 M
(Perry v Bundle 1990; Garin-Bastuji ef al; 1990 ) , encontraron diferencias entre los
espectros de 1a cadena O del LPS de B. abortus 1119-3 y B. melitensis 16M, también se
encontrd que las cadenas-O estaban compuestas de residuos 4,6-dideoxi-4-formamido-D-
manosa y la diferencia se encontraba en el sitio de la ramificacién, otra diferencia se
encontrd en el patrdn de electroforesis de la cadena-O de 16 M donde se encontraba una
banda tipica de LPS liso, compuesto de unidades de pentasaciridos, por lo que se determind
que el antigeno M es un polimero lineal formado por una unidad repetitiva de pantasacéaridos
tntegrada por una perosamina unida por enjace alfa 1,3 y cuatro perosaminas unidas por
enlace alfa 1,2 )




Otro dato interesante es que con la aplicacion de *H y PC el analisis de la resonancia
magnética nuclear mostcé que el espectro de los polisacéridos-O de B.aborfus 1119-3 y ¥.
enterocolitica O:9 son esencialmente idénticos.

Aunque el LPS de Brucella presenta la misma estructura general presenta diferencias con
el de las enterobacterias, por ejemplo en su actividad biologica, este es menos activo que el
de E. coli, ya que se requiere mayores cantidades para inducir efectos biologicos, tiene una
baja actividad anticomplementaria y no induce reaccién localizada de Schwartzman, por el
contrario es toxico para ratdn y macrofagos, induce leucopenia temprana y leucocitosis; en
los macrofagos tiene la habilidad de inducir la produccion y liberacion de interleucina-1, el
factor de necrosis tumoral e interferon alfa. También presenta diferencias importantes en su
extraccion, cuando se utiliza 1a técnica de Westfal y col. (1952) de extraccién agua-fenol, al
contrario de lo que ocurre con el LPS de las enterobacterias el de las brucelas en fase lisa es
extraido en fase fendlica.

Soto (1991) menciona que con esta técnica de extraccion de LPS liso, la fraccion 3 del
LPS se obticne en la fase acuosa y la fraccion 5 del LPS se obtiene en la fase fendlica,
ademdas demostro que la fagocitosis por lencocitos PMN es igual en brucelas atenuadas y
virulentas, pero las brucetas atenuadas son destruidas en mayor porcentaje que las virulentas
y se observd que la fraccion 5 tiene influencia en la sobrevivencia dentro del PMN.

Es necesario sefialar que la fraccion 5 difiere de la fraccion 3 en que s6lo la primera
posee la cadena-O lo que hace pemsar que esta fraccion participa de alguna manera
protegiendo a la bacteria de los lisosomas o bien inhibiendo algunos factores bactericidas det
PMN. Varios autores coinciden en sefialar al LPS como uno de los principales responsables
de la evasion de la bacteria, sin que se haya aclarado el mecanismo exacto (Soto et al; 1991,
Diaz-Aparicio 1993). Canning (1990), Harmon y Glisson (1990) demostraron que sustancias
de bajo peso molecular como la guanosina 5'monofosfato son estructuras secretadas por las
bacteria que inhiben la formacion del fagolisosoma y especificamente el sistema de la
mieloperoxidasa-H;O-haluro, bloqueando la iodinacion de las proteinas de membrana
externa.

Finalmente se ha demostrado en raton que el LPS induce una gran respuesta primaria y
secundaria, caracterizada por la produccion de inmunoglobulinas de las clases IgM y de las
cuatro subclases de IgG (Winter 1990).

Polisacaridos hapténicos.- El analisis inmunoelectroforético del LPS de células en fase
lisa obtenido con fenol-agua, eter-agua o con acido tricloracético (Perry y Bundle 1990,
Lopez 1991; Diaz-Aparicio 1993) permite identificar ademas del LPS, un segundo
componte conocido actualmente como poli B y es el equivalente de! hapteno nativo de otras
bacterias Gram negativas. Es posible que el poli-B sea el precursor biosintético de la cadena-
O. Bl analisis estructural (Perry y Bundle 1990) lo han identificado como un polimero ciclico
que contiene entre 17 y 24 residuos de glucosa.

Proteinas de membrana externa.- Existen tres grupos principales: el grupo 1 (85-94
kDa), de funcién desconocida, el grupo 2 (36-43 kDa) equivalentes a las porinas de E. cofi
y el grupo 3 (24-30 kDa) semejantes a la proteina OmpA de E. coli. Existe también una
lipoproteina que ancla a través de un enlace covalente al peptidoglucano con la membrana
externa (Martin y Hancock 1990; Sowa 1990).



Respuesta inmune humoral a los antigenos de Brucella.

La respuesta del huésped a una infeccion es variable ¥y compleja, este hecho se ve
reflejado en los diferentes grados de Tesistencia y susceptibilidad mostrado por cada uno de
los miembros de una poblacien. Estudios de control genétice de resistencia a enfermedades
infecciosas han demostrado que la herencia de esta resistencia natural es poligénica. Aunque
los trabajos en esta area son recientes predicen una buena opcion de obtener animales_con
resistencia natural a Ia brucelosis (Templeton y Adams 1990; Adams er al; 1994).

El LPS por su localizacion externa en la célula son los primeros antigenos contra los que
aparecen inmunoglobulinas de tipo M y G, tanto en la infeccidn como en la vacunacion.
(Diaz-Aparicio 1993). La respuesta de inmunoglobulinas en bovinos, tiene una cinética
clasica en las primeras etapas de la infeccion, después de la primera semana aparecen
anticuerpos de clase IgM, que alcanzan su nivel mas alto a las cuatro semanas.
Progresivamente empieza a elevarse el titulo de IgG. Los niveles de IgM pueden permanecer
altos por mucho tiempo. La respuesta por IgA es mas tardia y recientemente se reporto que
también se presenta una respuesta de IgE, con una cinética intermedia entre la IgM e IgG (
FAQ/OMS 1986; Lopez 1991).

En brucelosis experimental en ratones Winter {1990} demostrd que el suero hiperinmune
o la fraccién purificada de IgG total son protectores. El  empleo de anticuerpos
monoclonales que ademas de la especificidad de! anticuerpo protector es determinante su
isotipo, ya que no todas las subclases de IgG confieren proteccidn (Montaraz ef af; 1986).
La IgGl en bovinos e IgG2 en ratones tiene efecto protector, en cambio la IgG2 bovina e
IgG1 murina no confieren proteccion contra la infeccion por Brucella.

Una observacion importante es que la proteccion dada exclusivamente por anticuerpos
solo se logra si estan presentes antes de la infeccion y si la carga infectante es pequefia {
Winter 1990). La IgG2a es el anticuerpo protector que es especifico contra la cadena-O del
LPS (Montaraz ef al, 1986), pero es posible que también se formen contra proteinas
{Cloeckaerr er ai; 1992).

Gomez-Miguel y Moriyon (1986) detectaron en bovinos anticuerpos contra proteinas de
membrana externa, pero la respuesta humoral no fue comparable con la detectada para el
" LPS y e hapteno nativo, sin embargo la infecciones por brucelas rugosas, como menciona
Diaz-Aparicio (1993) en la infeccion por B. ovis estimula una respuesta de IgG intensa
contra proteinas del grupo 2 y otras proteinas menores (Sudrez ef al; 1991). Zygmunt ef al;
(1994) demostraron algo similar en la respuesta inmune hacia fas proteinas de membrana
externa con la vacuna de B. melitensis Rev I en ovinos. Estudios realizados con Ia cepa
mutante de B. abortus ta RB51( Schurig et al; 1991; Stevens ef al; 1995; Brees ef af; 1995)
se ha observado que en bovinos también produce una respuesta importante contra proteinas
de membrana externa y una pobre o nula respuesta contra €l LPS. .

El hapteno nativo y el poli-B se comportan en forma diferente al LPS, en animales de
experimentacién, la eparicién de inmunoglobulinas precipitantes, dependen de la intensidad
del estimulo dado por el antigeno ( Diaz-Aparicio 1993).




Situacién de la Brucelosis en México

Meéxico es un pais con una gran diversidad geografica y por tanto climatica, posee una
ganaderia variada distribuida en todo el territorio nacional. La brucelosis bovina se
encuentra distribuida por todo el pais, sin embargo, el ganado bovino lechero se localiza
principalmente en explotaciones intensivas o cuencas, localizadas en la parte centro y norte
del pais donde se ha registrado una gran incidencia (Casillas 1979; Del Rio 1979).

La brucelosis caprina es considerada la mas relevante en el pais por el nomero elevado de
casos humanos que genera { Lopez 1991). En el contexto internacional, México ocupz el
decimoquinto lugar en existencia de ganado caprino con 6.9 millones de cabezas,
aproximadamente el 50 % del total de los caprinos se suman en los estados de Qaxaca 11.5
9%, Coshuila 11.4 %, San Luis Potosi 10 %, Puebla 8.3 % y Nuevo leon con 8 % ! Este
ganado esta distribuido por todo el temitorio nacional, encontrandose principalmente en los
estados de la meseta central en explotaciones que van de tecnificadas a riisticas y como
rebafios némadas que se mueven en zonas extensas en los estados de Oaxaca, Veracruz y
Puebla.

En estudios realizados por Flores-Castro (1976} se demostrd la presencia de B. canis en
la ciudad de México, en estos estudios se identificd por serologia y aislamiento del
microorganismo.

Para la brucelosis porcina se tiene una prevalencia estimada de 3.6 %, la cual debe ser
tomada con reserva por las dificultades que presenta su diagnostico serolégico. En 1962
Velazquez y Vallarino realizaron un estudio por hemocultivo y espermocultivo en 121
cerdos del D.F. obteniendo 60 aislamientos.

B. ovis ha sido poco estudiada en ¢l pais, estudios recientes realizados por Nudiez et af;
{1995) encontraron una prevalencia por hato de hasta un 20 %.

Brucelas confirmadas en el territorio nacional por aislamiento y tipificacion (FAO/OMS
1986):;

Brucella abortus biotipos 1,2,3,4y 9
Brucella melitensis biotipos 1 y 3
Brucella suis biotipo 1

Brucella ovis

Brucella canis

Repercusion en la Poblacidn Humana.

Los problemas de safud publica provocados por bacterias del género Brucella se explican
con facilidad si se considera que una gran parte de la poblacion se encuentra en contacto
estrecho con las especies domésticas transmisoras de Brucella. Ademas debemos considerar
las actividades econdmicas y de subsistencia en las cuales se expende leche y derivados

! VI Censo Agropecuario 1991, Panorama Agropecuario, Estados Unidos Mexicanos. INEGE. 1991.
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contaminados que no solo afectan a la poblacién local, también contribuyen a la infeccion de
un nitmero considerable de individuos de otras comunidades (Lopez 1991).

Se ha informado que existe mayor riesgo de adquirir brucelosis cuando la leche o
subproductos estin contaminados por B. melitensis que con B. abortus. Esta Gltima es
destruida mas rapido por el jugo gastrico, adernis de ser poco resistente al acido lactico de
la leche, por esto es propuesto que para B. abortus la via digestiva es un mecanismo de
infeccidn menos eficiente { Alton 1987; Lopez 1991). En 1992, la produccién naciongi de
leche fresca fue de 7,000 millones de litros aproximadamente, de los que solo el 20 % fue
pasteurizado, ¢! resto de la produccion se destino: 40 % =z la industria y sus derivados y el
restante 40 % fue consumo de leche bronca ( Lopez 1991; Gurria 1994). .

La endemia de la brucelosis en México se ha presentade en forma ascendente, en la
década de los 80, la tasa promedio fue de 5 a €& casos por cada 100,000 habitantes.
Presentando en estados como Sonora y Coahuila tasas de 35.2, Guanajuato 40 y Querétaro
hasta un 70 por cada 100,000 habitantes { Estadisticas de la Direccién Genera! de
Epidemiologia de la S.5.A.), citadas por Lopez (1991). Para 1994 y 1996 el total de casos
acumulados fue de 3491 y 3362 respectivamente, siendo los estados de Guanajuato, Sonora
Coahuila, Durango, Nuevo Leon, Sinaloa, Puebla y Zacatecas donde se presentaron el
mayor nimero de casos”.

En la misma década de los 80 el grupo mas afectado oscilaba entre las edades de 15 y 44
afios, seguido por el de 5 a 14 afios. La brucelosis en humanos puede provocar estados muy
graves de incapacidad fisica y como e! grupo mayoritario que afecta es la poblacion
econdmicamente activa, entonces esta enfermedad tiene un grave impacto en la economia
familiar; con respecto al sexo, el mis afectado es el femenino (52.6 %), algunos autores
mencionan que las brucelas pueden ser transmitidas a mwujeres embarazadas provocando
aborto (Lopez 1991), mientras otros mencionan que no hay abortos por brucelosis en
humanos (Salman 1995). Para la brucelosts se presentan casos en todo el afio, pero se
observa un aumento de ellos en los meses de mayo a octubre. Se da por hecho que existe un
subregistro de la enfermedad sobre todo en el ambiente sural por la falta de atencion médica
y en la ciudad por no ser un agente prioritario de busqueda, en consecuencia se desconoce
la magnitud rea!l de la morbilidad y mortalidad por brucelosis. Algunos autores mencionan
un promedio de fatalidad del 2 % en pacientes sin tratamiento (Salman1995).

Impacto econémico

En 1970 las pérdidas econémicas por brucelosis bovina se calcularon alrededor de los
800 millones de pesos (equivalentes 2 los 64 millones de délares). En 1979, el programa de
Sanidad Animal estimo las pérdidas en 2400 millones de pesos para ganado bovino y en 73
millones para ganado caprino Casillas 1979).

En la actualidad México se ve obligade a importar grandes volimenes de leche en polvo
para cubrir sus necesidades, se calcula un déficit de airededor de 12 miliones de litros de
leche al dia, esto sumado a las mermas de produccién de carne, esta enfermedad es

2 Fuente: Sisteme Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemiolégica. EPI-1-95. Procesd: DGE.
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responsable de pérdidas millonarias. Por otro lado la brucelosis es una limitante para que los
ganaderos puedan comerciar sus productos en otros paises (Gurria 1994 ) .

A partir de 1993 se publicé en el Diario Oficial de la Federacion, la Campaiia Nacional
contra ia Brucelosis Animal en México, con caricter obligatorio, general y permanente en
. todo el territorio nacional. Pese a esto, la cobertura del hato caprino nacional (6.9 millones
de cabezas) ha sido minima.

Estadisticas de la Comiston Nacional para la Erradicacion de la Tuberculosis bovina y
Brucelosis (CONETB) en el afio de 1995, mencionan que el nimero de animales probados
- para el diagnostico de la brucelosis fue de 230,454 y de estos 4, 689 fueron positivos; es

importante mencionar que algunas entidades no presentaron datos y otras, en donde se
realizaron las pruebas, no mencionaron el nimero de positivos.

Para el mismo afio el niimero de animales vacunados fue de 400,097, apenas el 6 % del
total del hato. La penetracion de la vacuna B. melitensis Rev 1 en el pais fue de 135,820 en
dosis normal y 591,800 en dosis reducida, en el mismo periodo.3

El diagndstico de la brucelosis se basa en el cultivo microbiologico y en pruebas
serologicas que principalmente han sido disefiadas para el diagnostico de la enfermedad en
bovinos y se le ha restado importancia a los pequefios rumiantes, que como se¢ ha
mencionado, en nuestro pais son la principal fuente de transmisidn de la brucelosis a los
humanos; un ¢jemplo de esto es un estudio reciente realizado por nuestro equipo de trabajo
(Alfonseca y Suarez 1995 sin publicar) en una comunidad del municipio de Salamanca en el
estado de Guanajuato, donde se muestreo un total de 250 cabras, las cuales no tenian
antecedentes de vacunacidn, y resultaron con seropositividad de hasta un 75 % por hato,
Asimismo se obtuvo suero de 8 personas adultas y 2 nifios que habitan en Ja comunidad
cbteniéndose 9 seropositivos.

Es bien conocido que el diagnéstico serolégico ofrece limitantes de especificidad y
sensibilidad, ya que se han reportado reacciones cruzadas con otros antigenos y la gran
mayaria no puede diferenciar animales vacunados de infectados, recientemente se han
desarrollado técnicas inmunoenzimaticas indirectas o competitivas como la desarrollada por
el Dr. Adams y colaboradores en fa Universidad de Texas A&M®, esta ELISA-c presenta un
anticuerpo monoclonal dirigido a un epitopo de B. abortus el cual es capaz de diferenciar
animales vacunados con cepa 19 de infectados con cepa de campo { Overholt et al 1588,
Adams y Mia 1991). Este equipo de diagnostico se ha evaluado recientemente en las

- condiciones de nuestro pais y ha probado ser efectivo en la diferenciacion de animales
vacunados de infectados ( Alfonseca et al; 1995 ab; Suirez et al; 1995).

En los altimos afios se ha dado un desarrollo importante en las téenicas de microbiologia
molecular aplicadas al diagnéstico en microbiologia, como la amplificacién de DNA por la
reaccion en cadena de ia polimerasa (PCR) en la actualidad es usada cominmente para el
diagndstico de diversas enfermedades infecciosas en los animales y el hombre ( Barker 1990,
Widjojoatrnodjo et al; 1994). Estudios previos hen demostrado que el PCR puede ser
utilizado para la deteccion de DNA de Brucella siendo altamente sensible, confiable y
eliminando los riesgos de infeccion al personal de laboratorio (Ficht et al; 1989, Fekete ef

3 Fuente: Reporte de los Coordinadores Estatales. CONETB-SAGAR, 1996.
* Brucella abortus Antibody test Kit. SYNBIOTICS Corp.
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ai; 1992; Martinez-Soriano ef al; 1993; Bricker e af; 1994; Leal- Klevezas ef al; 1995 ab;
Romero et al; 1995 ab; Matar ef al; 1996; Ficht et al; 1996).

Alton (1987) y el Comité Mixto de-Expertos en Brucelosis (1986) mencionan que la
mejor estrategia o programa de control de la brucelosis en pequefios rumiantes en paises
como e} nuestro con una alta prevalencia de la enfermedad es fa vacunacién masiva con la
cepa Rev 1 de Brucella melitensis, lo cual contribuiria 2 disminuir la diseminacion de la
enfermedad, este tipo de programas deben estar regpaldados por una adecwada
infraestructura para el diagndstico de la enfermedad, para peder seguir con un programa de
erradicacion.

La cepa Rev | es una mutante dependiente de estreptomicina, 1z cual se origina de una-
cepa virulenta de B. melitensis, esta cepa tiene varias caracteristicas de identificacién y
diferenciacion de otras cepas de B. melitensis. La caracteristica de crecimiento en presencia
de los antibidticos penicilina y estreptomicina es €] mejor medio de diferenciacion de Rev 1
de una cepa tipica de B. melitensis : La cepa de campo crece en medio con 2.5 ¢ 5 Ul/mi de
penicilina mientras que la Rev 1 es completamente inhibida por estas dos concentraciones.
Por otro lado la Rev 1 crece en medios que contienen 2.5 ug/ml de estreptomicina,
concentracion suficiente para inhibir el crecimiento de la cepa de campo (Alton 1990; Alton
y Elberg 1967).

Existen controversias con el uso de la cepa Revl, se s#be que el uso de dosis completa en
cabras adultas puede inducir aborto ademas de que la respuesta serolégica posterior a la
vacunacion puede persistir por largos periodos de tiempe, hasta cuatro afios { Alton 1987),
interfiriendo con el diagnostico de la enfermedad. Las recomendaciones para el uso de la
vacuna Rev 1 ( FAQ/OMS 1986; Alton 1987) es la vacunacion de animales jovenes 3 a 8
meses con dosis de 10° en un volumen de 2 ml por via subcutanea y en los animales adultos
con dosis reducida de 5 x 10*, no es recomendable revacunar.

En la actualidad diversos grupos de investigadores ( Adams 1990; Schurig 1991) trabajan
en la bisqueda de nuevos inmundgenos que confierant una buena protecciéon y puedan ser
diferenciados con las diversas pruebas serolégicas. Dos de estos inmundgenos candidatos a
ser utilizados como vacunas vivas en caprinos son;

1.- La cepa de B. abortus RB51, que es una mutante rugesa derivada por pases repetidos de
la cepa virulenta B.abortus 2308 seleccionada por resistencia a rifampicina. La RBS5!
absorbe el cristal violeta y autoaglutina en suspension, ro contiene la cadena O-LPS, utiliza
el eritritol como la 2308, la inoculacion intraperitonial en sattn produce una colonizacion en
bazo el cual se limpia después de cuatro semanas posinfeccion, ios animales vacunados no
dan positivos en el estandar de aglutinacion en tubo, tarjeta y fijacion de complemento. La
RBS5! es menos virulenta que la cepa 19 y se elimina mas rdapido, no induce abortos en
cabras {Schurig ef al; 1991; Stevens ef al; 1995; Soberdn 1997).

2.- La cepa de B. abortus $2308::Tn5, que es una mutante rugosa derivada por mutagenesis
mediada por transposon de la cepa virulenta B. aborfus 2308. Es resistente a kanamicina, no
sobrevive en macrdfagos bovinos, carece de O-LPS, probado por falta de reaccion con
anticuerpos monoclonales monoespecificos para O-LPS, tiene alteraciones en su superficie
que pueden ser identificadas por la absorcion de cristal vicleta (Smith y Heffron 1987).
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.Existe una serie de requenrmentos fundamentales de bioseguridad y eficacia para el
desarrollo y uso de vacunas vivas de Brucella, ademés de que estas deben ir acorde a las
necesidades de la industria pecuaria y a los programas nacionales de prevencion y control,
estos requerimientos son (Adams 1990):

1.- No producir enfermedades en los animates vacunados.

2 - Prevenir lz infeccion en ambos sexos y a cualquier edad.

3 .- Prevenir aborto y esterilidad.

4.- Proveer proteccion por largos periodos de tiempo contra la infeccin y aborto con una
sola vacunacion.

5.- No estimular la persistencia de anticuerpos que interfieran con las pruebas
serodiagndsticas en el diagndstico de infecciones de campo.

6.- Si la cepa vacunal se establece en una infeccion latente no debe ser transmitida a otros
animales.

7.- Debe ser biolégicamente estable, no debe revertir a virulenta bajo condiciones in vitro e
in vivo. '

8.- No debe ser patogena para el hombre.

9.- No debe contaminar carne ni productos lacteos.

10.- Debe ser facilmente cultivada y estandarizada a gran escala bajo la tecnologia de la
fermentacion,

Con base a la revision aqui expuesta se puede evidenciar la necesidad que tiene México
de reforzar sus investigaciones en el control de la brucelosis con especial énfasis en los
caprinos por ser una especie de gran importancia econdmica para nuestro pais, no existe
informacion en la literatura consultada de como se va presentando la respuesta inmune
humoral dada por las subclases de IgG, 1gG1, 1gG2 e IgM en los caprinos después de la
infeccion y la respuesta a ta vacunacién con B. melitensis Revl, B. abortus RB51 y B.
abortus $2308::Tn5 mutante por transposicion, estas dos ultimas vacunas experimentales
qie no se conoce su comportamiento en cabras y el cual va a ser evaluado por primera vez
en nuestras condiciones. México no cuenta con pruebas inmunoenzimaticas de desarrollo
especifico para el diagnostico de la brucelosis en caprinos y a nivel mundial tampoco hay
desarrollo de pruebas inmunoenzimaticas para evaluacion y diagnostico de las vacunas
experimentales en caprinos.

Objetivo General
Evaluacién de los perfiles serologicos de los diferentes isotipos en la respuesta inmune
humoral (IgM, IgG, IgGl e 1gG2) en cabras vacunadas con diferentes protocolos y

desafiadas experimentalmente con B. melitensis, mediante 2 tipos de inmunoensayos
enzimaticos con LPS liso y rugoso como antigeno de captura.

12




Ohjetivos Especificos

1.- Estandarizacion de un inmunoensayo enzimatice indirecto utilizando como antigeno de
captura LPS completo de B. melifensis 16 M, para la deteccion de inmunogiobulinas
antibrucela en cabras.

2.- Estandarizacion de dos inmunoensayos enzimaticos indirectos utilizando como antigeno
de captura cepas rugosas de B. aborfus; a) Bacteria completa de B. abortus 82303:Tn5 y
b) bacteria completa de B. aborfus RB51, para la deteccion de inmunoglobulinas antibrucela
en cabras. -

3.- Evaluacidn de los perfiles serologicos de IgM, IgG, IgG1 e 1gG2 en cabras seguido de fa
vacunacion de B. melitensis Rev. 1 por via conjuntival y subcutanea, B. abortus RB51 y B.
abortus S2308::Tn5 per via subcutanea e infeccion experimental con B. melitensis.

4.- Evaluaci6n de dos tipos de conjugados: a) anti-IgG caprina con peroxidasa y b) proteina
G con peroxidasa, para la deteccion de IgG antibrucela en un inmunoensayo enzimatico.

5.- Produccion de conjugades monoespecificos contra y-globulinas caprinas: y1 y v2.
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Materiales y Métodos
Cepas bacterianas
Se utilizaron las siguientes cepas:

a) B. melitensis Rev 1 (fase lisa , atenuada) (PRONABIVE)’.
b) B. abortus RB51 (fase rugosa, avirulenta) proporcionada por el Dr. G. Schurig.
" ¢) B. abortus S2308::TnS5 (fase rugosa, avirulenta) mutante por transposicién proporcionada
por ¢l Dr. L. Garry Adams y Dr. Thomas A, Ficht, '
d) B. melitensis 16 M biovariedad 1 (fase lisa, virulenta)  obtenida del cepario del
Departamento de Microbiologia e Inmunologia, esta cepa fue utilizada para la extraccion de
antigenos (LPS).
€) B. melitensis biovariedad 3 (fase lisa, virulenta) aislada a partir de drganos de cabras
infectadas en un brote de campo en Torredn, México en 1995, y proporcionada por el Dr.
Efren Diaz (CENID-Microbiologia, SAGAR/FMVZ-UNAM), esta cepa fue utilizada para la
infeccién experimental.

Las cepas fueron cultivadas en agar Brucella y agar triptosa se colectaron y se
mantuvieron congeladas a -80°C en leche semidescremada estéril.

El manejo de los biologicos se realizo dentro del Laboraterio de Bioseguridad del

Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ-UNAM.

Animales y Diseiio Experimental

Se seleccionaron 95 cabras criollas, 80 de elfas del municipio de Panuco, Zacatecas, y las
15 restantes de Ajuchitlin, Querétaro. Con las siguientes caracteristicas:
- cabras adultas '
-sin antecedentes de vacunacion.
- Negativas a brucelosis tanto por bactericlogia de leche y exudados vaginales como por
serologia en las pruebas de fijacidn de complemento y tarjeta acida al 3%.

La seleccidn de fos animales y la asignacién a cada uno de los grupos se hizo en forma
aleatoria.
Se formaron los siguientes grupos de animales:

Grupo 1.- 15 cabras vacunadas por via conjuntival con dosis normal (1 x 10%) de B.
melitensis Rev I.
Grupo 2.- 15 cabras vacunadas por via subcutinea con dosis reducida (1 x 10%) de B.

melitensis Rev 1.
Grupo 3.- 15 cabras vacunadas por via subcutinea con dosis (2.5 x 10% de B. abortus

RB51.

5 Productora Nacional de Biolégicos Veterinarios.
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Grupo 4.- 15 cabras vacunadas por via subcutanea con dosis (2.8 x 10) de B. abortus
$§2308::Tns. .

Grupo S.- 15 cabras control positivo sin vacunar e infectadas experimentalmente por via
conjuntival con dosis de 4 x 10° UFC de B. melitensis aislada de un brote en México.
Grupo 6.- 20 cabras control negativo sin vacunar ni infectar.

Los grupos 1 a 4 y 6 (80 cabras), de Zacatecas, fueron obtenidas a préstamo por_dos
pequefios caprinocultores. Estos hatos no tenian antecedentes de brucelosis ni de
vacunaciones previas. Las cabras fueron identificadas con arete plistico en la dreja derecha,
estos hatos son explotados extensivamente y se caracterizan por salir a pastoreo diario con.
la misma ruta, la alimentacion se basa en el consumo de flora nativa durante nueve meses del
afio y en invierno se suplementan con esquilmos agricolas, principalmente paja de frijol y
nopal chamuscado.

El municipio de Panuco, Zacatecas, tiene una superficie de 560 Km2 y se localiza entre
los 22° 56° 167" latitud norte y 102° 29° 8*" longitud oeste, con una altura de 2240 msnm Al
norte colinda con los municipios de Villa de Cos y Fresnillo, al oriente y sur con los
municipios de Guadalupe y Vetagrande, al poniente con Calera y Morelos. La climatologia
de la zona es semi-seco templado. La precipitacion pluvial media anual esta entre los 200 y
400 mm, donde la mayor incidencia de {luvias se registra en el mes de agosto, con oscilacion
entre 70 y 80 mm. Los meses mas secos son febrero y marzo con una precipitacion menor de
5 mm. La temperatura media anual es de 18°C. La maxima corresponde al mes de mayo y la
temperatura minima se presenta en enero con 10.5°C °

Las 15 cabras del grupo 5 se compraron en el municipio de Ajuchitlan, Querétaro y se
transporiaron a fa ciudad de México, se identificaron con arete plastico y dadas las
caracteristicas de ests grupo, control positive, que suffieron la infeccion experimental con
cepa de campo de B. melitensis, se alojaron en los corrales de aislamiento del CENID-
Microbiologia del INIFAP-SAGAR, ubicado en el Km 15 de la carretera federal México -
Toluca.

Los grupos 1, 2, 3, 4 y 6 fueron muestreados los dias 0, 30, 60, 90, 120 y 150
posvacunacion. El grupo S fue muestreado en los dias 0, 10, 20, 30, 45, 60 y 90
posinfeccion.

Coleccion y mantenimiento de muestras
Las muestras de sangre se obtuvieron por venopuncion de yugulares en tubo y aguja

vacutainer’ en los dias establecidos, los tubos se centrifugaron para obtener el suero. El
suero se alicuot6 en tubos eppendorf y se mantuvo a -80°C en ultracongelador.

® Sintesis Geogrifica de Zacatecas, 1991.
7 Becton Dickinson.
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Purificacién e identificacién inmunoquimica de anticuerpos Y1 y y2 caprinos a partir
de suero y calostro y produccidn de antisueros conjugados con peroxidasa ( Fey et al;
1976; Harlow y Lane 1988).

Purificacién de inmunoglobulinas con sulfato de amonio, dcido caprilico y filtracién en
gel.

El use de columnas de cromatografia de intercambio idnico para la purificacidn de

. anticuerpos es recomendada con la combinacién de los métodos de precipitacion con sulfato

de amonio y acido caprilico para lograr una pureza de inmunoglobulina cercana al 100 %.
Procedimiento:
Precipitacién con sulfato de amonio.

Se obtuvieron los siguientes vohimenes a partir de cabras:
- calostro 800 ml

- suero 1 {negativo a Bruceila} 250 ml

- suero 2 (positivo a Brucella) 300 ml

- suero 3 (positivo a Brucella) 225 ml

1.- las muestras se centrifugaron a 2860 x g por 15 minutos a 4°C, se separo el
sobrenadante, al calostro se le quité la grasa, se colocaron en vasos de precipitado y se
trabajaron en bafio de hielo y agitacion constante.

2.- se adiciond el sulfato de amonio saturado a 50 % de volumen final, se dejé en agitacidn
constante por 24 horas a 4°C.

3.- se centrifugaron a 2860 x g por 15 minutos a 4°C, se decantd el sobrenadante, el
precipitado se dializé contra agua y después contra agua destilada toda la noche a 4°C.

4 - Fl dializado se centrifugd a 2860 x g por 15 minutos.

5.- el sobrenadante del calostro fue sometido a acidificacién con écido clorhidrico (HCI) 0.5
M hasta un pH de 4.6 en agitacién constante y goteo lento para precipitar la caseina, de
inmediato se centrifugd a 2860 x g por 15 minutos a 4°C. La caseina precipitada se deshecho
y el sobrenadante fue filtrado con papel Whatman ntimero 1. Se le adiciond por goteo y en
agitacion constante hidroxido de sodio (NaOH) 0.5 M hasta afcanzar un pH de 7.0

6.- Los sobrenadantes de sueros v calostro se precipitaron nuevamente con volumen final de
sulfato de amonio al 35 % durante toda la noche a 4°C.

7.- El precipitado se dializd contra agua por 24 horas, se centrifugd a 13800 x g por 15
minutos. El sobrenadante se identificé y se guardo a 4°C. .
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Precipitacidn con dcido caprilico

Los sobrenadantes de las muestras de suero y calostro se dializaron contra una solucién
de acetato de sodio 60 mM pH 4 - 48 por 24 horas a 4°C , la purificacion con acido
caprilico requiere de un pH acido. El pH final debe ser 4.8, ajustandose cuando fue
necesaro.

El acido caprifico se calculd para que quedara a una concentracion final del 5 %, ademas se
debid realizar una correccién del volumen adicionado. El acido caprilico fue adicionadé por
goteo y agitacidn constante. i

Volumen (ml) 5% - Ac. Caprlico - Cormeccién Vol Final (ml)
Colostro 230 11.5 0.575 12.075
Suero 1 70 33 0.175 3.675
Suero 2 70 3.5 0.175 3.673
Suero 3 66 3.3 0.165 3.465

Las muestras se centrifugaron a 13800 x g por 15 minutes a 4°C, el sobrenadante (IgG) se
dializé contra agua destilada por 48 horas a 4°C. Posteriormente se dializd contra Tris-HCl
0.01 M pH 8.5, hasta equilibrar el pH.

Se determiné la concentracion de proteinas de cada muestra en una dilucion de 1:500 con
Tris-HCl 0.01 M con un espectrofotometro a UV =280 nm {Az).

mg/ml= _D.0, (D.O, x dilucign)
1.4 (coef. de extincion molar)

Muestra D.0O (Az) mg de proteina/ml
Calostro 0312 111.42
Suerc 1 0.130 46.42
Suero 2 0.189 67.5
Suero 3 0118 42.142

Purificacién de subclases de IgG por cromatografia de intercambic iénico con
dietilaminoetil-Sephadex A-25 (DEAE Sephadex A-25)%

Se pesaron 10 gramos de DEAE Sephadex-A25 que se hidratd con agua destilada por
24 horas, se decantd y se resuspendio en solucion amortiguadora de Tris-HCl 0.01 M pH
8.5 hasta que la resina se equilibro con esta solucion.
La resina de intercambio idnico se empacd en una columna (15 x 2) y se equilibrd con la
solucién amortiguadora de Tris-HC1 0.0t M pH 8.5, previamente desgaseada.

8 Sigma.
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Separacion de la fraccién vl a partir del purificade de calostro.

10 mi del dializado de calostro caprino contra Tris-HCl 0.01 M pH 8.5 fue colocado en
la columna de DEAE-Sephadex A-25, con las siguientes condiciones: Absorbancia=1, 10
mV, 0.5 mm/min. La fraccién no retenida (primer pico) fue colectada y rotulada. La fraccion
retenida (segundo pico) fue eluida con gradiente (0 - 0.5 M) de cloruro de sodio (NaCl) y se
colectd en fracciones de 60 gotas (2 mi) con un Colector Automatico Bic-Rad, se midi6
Az, se mezclaron fracciones hasta dejar tres representativas.

Se realizd una comrida electroforética en gel de poliacrilamida con IgG bovina como
marcador para control de calidad de cada fraceidn.
Se selecciond la primer fraccion, se concentrd, se dializé contra Tris-HCI 0.05 M NaCl 0.5
M pH 7.5, se filtrd (0.45nm) y se paso por una columna de Proteina A sefarosa con la
solucién de equilibrio para la columna (Tris-HCI 0.05 M NaCl 0.5 M pH 7.5).

Se colectd el primer pico no retenido en fracciones de 30 gotas (1 mi) en 0.5 ml de
solucién neutralizante de Tris 1 M pH 8.5 (IgG1).

Se eluyd la fraccion retenida con solucion de glicina 0.1M pH 3 y se colectd en
fracciones que se rotularon.

La fraccién no retenida por Proteinz A (IgG1) se concentréd v se dializd contra una
solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4. '

Separacién de la albamina por medio de cromatografia de afinidad con Sefarosa Azul
(Blue Sepharose CL6B)’

Se pesaron 2.2 gramos de sefarosa que se dejaron hidratar en agua destilada por 24
horas, después se lavd exhaustivamente con agua destilada. El gel se empacd en una
columna de 12 x 1 cm y se equilibré con solucién amortiguadora PBS 10 mM pH 7.4.

El dializado de calostro no retenida por Proteina A se pasé por la coiumna de sefarosa
azul con PBS.

La fraccién no retenida libre de albamina (12G1 pura) se colectd en fracciones de 1 mi.

La albGmina retenida se eluyé con PBS 50 mM, 1.5 M NaCl pH 7.4, que se elimina, la
columna se regenera con una solucidn de urea 6 M en PBS 10 mM 0.15 M NaCl pH 7.4.

Separacion de la fraccion y2 a partir del purificado de suero caprino.

10 m! del dializado de suero ! caprino contra Tris-HC! 0.01 M pH 8.5 fue colocado en
la columna de DEAE-Sephadex A-25, con las siguientes condiciones: Absorbancia=1, 10
mV, 0.5 mm/min. La curva ascendente del primer pico (no retenido) es IgG2 casi pura y fue
colectado en fracciones de 60 gotas (2 ml) y se les midid Ajg. Esta fraccién se filtro por
cromatografia en dos ocasiones, se concentré y se dializé contra agua destilada. Se realizo
control de calidad con una electroferesis en gel de poliacrilamida.

La fraccion retenida fue eluida con una solucién de 0.5 M de NaCl, concentrada,
dializada contra agua destilada y rotulada.

® Pharmacia.
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El concentrado de IgG2 se dializé contra solucién amortiguadora de equilibrio de la
columna de sefarosa azul (PBS 10 mM 0.15 M NaCi pH 7.4). Se paso por la columna de
afinidad para separacidn de albimina, la fraccién no retenida, IgGZ pura, se concentrd,
dializé y se Yiofilizo. ' ‘

La purificacion de 1gG2 para los sueros 1, 2 y 3 se realizé de la misma manera.

La pureza de las fracciones {y1 y y2) se comprobd por inmunoelectroforesis con suero
comercial de conejo anti-IgG caprino™. -

Inmunoelectroforesis.

Se utilizaron placas de vidrio de 5 x 7.5 cm con placa base de agarosa al 0.5 %. Por
placa se prepara agarosa al 0.8 % en agua destilada (4 ml) y se mezcla en un volumen igual
en solucidon amortiguadora de dietilbarbital (veronal) 2X pH 8.6 (9 gramos de
dietilbarbiturato de sodio en 700 ml de agua destilada, agregar 65 ml de HCl ¢.01 M y
ajustar a pH 8.6, cbp 1000 mi, conservar a 4°C.

Se colocaron 20 gl de cada una de las fracciones (Y1 y ¥2) en los extremos. Se corrid la
inmunoelectroforesis en solucién amortiguadora de veronal por 1 hora a 10 mA. E!
conjugado anti-IgG caprina'! (150 ! diluida 1:5 en solucién amortiguadora de veronal) , se
colocd en el pozo central. La placa se guardo en camara hiimeda por 24 horas.

La placa se lavd con PBS para eliminar el exceso de proteina y se revelo con la siguiente
solucidn:

1.- 100 pl de H,O, al 30 % en 100 ml de PBS 10 mM pH 7.4 0.15 M NaCl
2.- 60 mg de 4-cloro-naftol disuelto en 20 mi de metanol frio (-20°C).
Se mezcla y se revela por 2 minutos, fa reaccidn se para con agua fria.

Preparacion de Jos sueros anti-y-globulinas caprinas

Se realizd control de calidad de las fracciones purificadas y1 de calostro y ¥2 de suero
por electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunoelectroforesis.

Las preparaciones de y1 y v2 fueron diluidas a D.O. de 2.0 a Ay vy se emulsificé con
adyuvante de Freund'®: 0.6 ml de antigeno y 0.6 ml de adyuvante se inmunizaron 2 conejos
via subcutanea en diferentes sitios de la espalda con el siguiente calendario:

Semana Inmunizacién Ag  Adyuvante de Freund -

1® i 0.6ml 0.6 mi Completo
2 2 06 0.6 Incomplete
3 3 0.6 0.6 ¥
4 4* 0.6 0.6 “
5* - - -
6 5t 0.6 0.6 “

1 Gigma

1 Sigma,

2 Difco.
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Los conejos se sangraron por puncion cardiaca, se separo el suero y se determinaron
los patrones por inmunoelectroforesis y doble difusion en agar (Cuchterlony).

Purificacién de suero anti-y-globulinas de cabra.

Los sueros se diluyeron con dos volimenes de sclucién amortiguadora de acetato de
sodio 60 mM pH 4.0, con agitacién magnética suave se adicioné icide caprilico en relacion
de 0.75 mi por cada 10 ml de suero, se mantuvo por 30 minutos agitande a temperatura

- ambiente. Se centrifugo a 8820 x g por 15 minutos a 4°C y el sobrenadante se dializd contra

agua y posteriormente contra PBS en fiio toda la noche.

El dializado se precipité con sulfato de amonio al 70 %, se centrifugd, el precipitado se
resuspendié en 5 ml de agua destilada y se dializd toda la noche en frio contra agua y
posteriormente contra PBS.

Purificacién de anti-yly anti-y2 caprinas por columnas de Inmunoafinidad.

Se pesaron 3 gramos de sefarosa activada con bromuro de cianégeno (4B CN Br)" y se
dejaron hidratar en 30 ml de HCl 1 mM por media hora.

El gel se lavo con un litro en solucién amortiguadora de HCL 1 mM en un filtro de
vidrio, previamente lavado con agua destilada caliente, después se lavo con 100 ml de
solucién amortiguadora de acoplamiento de carbonatos (Carbonato-bicarbonato de sodio)
0.1 M pHB3.

Se hicieron dos soluciones, una para cada una de las y-globulinas purificadas, 30 mg de
IgG1 en 20 ml de solucion amortiguadora de acoplamiento ¥ 20 mg de IgG2 en 20 ml de
solucion amortiguadora de acoplamiento, se midié la A, para Y1 Azse=1.08 y ¥2 Age=
1.071.

Los geles se colocaron en un vaso de precipitado con solucién amortiguadoray proteina
de acoplamiento, se incubaron por dos horas en agitacion suave a temperatura ambiente y se
volvid a teer la Agg para determinar el porcentaje de proteina acoplada al gel.

Se bloquearon los sitios activos con solucién amortiguadora de glicina 0.02 M pH 8 por
2 horas, el exceso de proteina y glicina se eliminé con 4 lavados alternados en solucion
amortiguadora de acetato de sodio 0.1 M NaCl 0.5 M pH 4.0y solucion amortiguadora de
carbonatos, al final el gel se equilibré con PBS.

Se armé cada una de las columnas de inmunoafinidad se equilibro con PBS, se les agregé
timerosal y se refrigeraron a 4°C.

Estrategia de purificacion:

Las fracciones de anti-y-globulinas purificadas de los conejos se pasaron por las
columnas de inmunoafinidad (LA) de la siguiente forma:

Fraccion anti-y] se pasé por la columna de IA y2, el primer pico (fraccion no retenida) se
colecté y se pasd por la columna de IA v1, la fraccion retenida se eluyd con solucion

B Sigma
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amortiguadora de glicina pH 2 que se recuperd en fracciones de 30 gotas (1 ml) en 0.5 mi de
solucién amortiguadora neutrilizante de Tris-HCl 1 M pH 8.5 (“anti-yl pura”). Esta
fraccion se concentro y se dializd contra PBS.

Fraccidn anti-y2 se pasé por la columna de 1A v1, el primer pico (fraccién no retenida)
se colectd y se paso por la columna de 1A 2, la fraccion retenida se eluy6 con solucian
amortiguadora de glicina pH 2 que se recuperé en fracciones de 30 gotas (1 ml) en 0.5 ml de
solucién neutralizante de Tris-HC1 1 M pH 8.5 (“anti-y2 pura”). Esta fraccién se concentrd
¥ se dializé contra PBS. ‘

Conjugacion de antisueros a peroxidasa.

Se disolvieron 10 mg de peroxidasa™ en 0.5 ml de solucion amortiguadora de
gluteraldehido 1.25 % - fosfato de sodio 100 mM pH 6.8, se dejo incubar toda la noche a
temperatura ambiente, se dializé contra una solucidn amortiguadora de carbonatos
{carbonato-bicarbonato de sodio) 100 mM pH 9.5.

Se adiciond 0.5 ml del anticuerpo (5 mg/mi en 0.15 M NaCl) a la enzima, revisar que el
pH sea mayor de 9. Se incubd 24 horas a 4°C.

Se adiciond 0.1 ml de etanolamina 0.2 M pH 7.0 y se incubd por 2 horas a 4°C.

E! conjugado se dializd contra PBS.

El control de calidad se realizd por inmunoelectroforesis y doble difusiéon. Los
conjugados anti-y} y anti~y2 caprinas se titularon por ELISA y doble difusion.

14 ¢

Sigma.
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Esquema del protocolo para la obtencién de 11 3 parti de calostro de cabra

Calostro
{Precpiade con suliatn de amonio al 50 % y 33 % de vol nal)

I

[ : " R mnHCI.
| -
[ i
sebrenadante precipitade
{Caseing)
I
| precipiacion con &cido caprica
}
r
| sobrenadante H pm‘;‘ndo j

[Edumna de intercambio aico DEAE saadaA-zs[

1
[ ]

Fracsion retenida prmer gico NO retenido
fehuida con grtientade NaCl 0-5M)

|

control de caidad
{slectroforests en gel da pofiscriamida)

F:onwmdo, difizado y flrado Afﬂ]

columna de proteina A

NO retenide tetenido
fgG1)

cohumana de sefarsa azul

NO retenido| | refenido
MgGT pura”| | (ARNimisa) 2




Esquema de! protocok para ka purificacion de 42 a parfir de suero de cabra

Suero de cabra

Precipitacion con sulfato de Amonio af 50 % y 33 % vol final

L

]

Precipitado y dializado

sobrenadante

precipitacion con acido caprilico

sebrenadante, diafizado

columna de intercambio idnico DEAE Sefadex A-25

]

|

1

No retenida

Retenido

Primer pico ascendente, recromatografiado
172 del pico ascendente No retenido

2* pico ehuido con .5 M NaCl

concentrado y dializado

Columna de sefarosa azul

—

retenide | | No retenide

Abimina | {7gG2 Pure®
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Titulacién de los conjugadoes anti-y-globulinas caprinas.

En microplacas de 96 pozos Maxisorp”, se dividieron en dos y se pegd vl y v2 en
dilucion desde 1:1.5 a 1:50, de una solucidn stock de 500 pg/ml, en cada una de las mitades
de la placa, se hizo una titulacion en bloqué para cada uno de los conjugados utilizando las
diluciones de 1:100, 1:500 y 1:1000 contra cada antigeno, para obtener la mejor dilucidn del
conjugado.

1.- Adsorcion del antigeno (y1 - y2) a la fase sélida, se incub6 2 horas a 37°C.

2.- Se agregd ¢l conjugado en bloques a las siguientes diluciones en PBS-T 1:100, 1:500 y
-1:1000, se incubd 2 horas a 37°C, se lavé tres veces con PBS-T.

3.- Se adiciond el cromégeno con el sustrato (ABTS-H:0) y se hicieron lecturas desde los
10 minutos a los 60 minutos en un lector de microplacas™ a 405 nm.

Preparacién de Antigenos para el Inmunoensayo Enzimitico (ELISA).
Obtencién de Antigenos LPS (Diaz-Aparicio 1993):

Para la obtencién de LPS liso de B. melitensis 16M, se cultivaron las célula en matraces
de 500 ml conteniendo caldo Brucella a 37°C por 48 horas con agitacion constante (123
rpm), después del crecimiento las células fueron lavadas y resuspendidas en agua destilada
en la proporcion de 30 gramos de peso humedo por 100 ml. Esta suspension fue inactivada
por calor en autoclave a 120°C por 15 minutos. Una vez a temperatura ambiente, los restos
celulares fueron eliminados por centrifugacion a 12000 x g durante 15 minutos. Se obtuvo el
sobrenadante y se precipitd primeramente con tres volimenes de etanol (300 ml) al 95 %,
manteniendo la muestra a 4°C durante 18 horas en agitacién constante.

Se centrifugd a 50000 x g a 5°C por 5 minutos. Ei precipitado (rico en LPS) fue
recolectado en agua destilada y dializado contra agua destilada (2 x 100 volimenes) a 4°C y
liofilizado para su conservacion y posterior uso.

Al sobrenadante HyO-etanol del primer precipitado se le agregd dos volimenes ( 200 mi)
de etanol al 95 % y la mezcla se mantuvo - 20°C durante 18 horas. El precipitado resuitante
(segundo) es recolectado por centrifugacion ( 5000 x g 5°C, 5 min.) se dializé contra agua
destilada y se liofilizo.

Las preparaciones de células completas de B. abortus RB51 y B. abortus 52308::Tn5 '
utilizadas como antigeno rugoso fueron inoculadas en 500 m! de caldo Brucella contenido
en matraces Erlenmeyer que se mantuvieron en incubacion a 37°C por 48 horas en agitacién
constante (125 rpm), el cultivo fue centrifugado en tubos Falcon de 50 ml a 2200 x g por 10
minutos, se realizaron 2 lavados con PBS estéril y el cultivo fue inactivado por caler 90°C
por 15 minutos, se realizaron dos lavados mas con PBS estéril; el antigeno fue estandarizado
a una concentracion celular det 4 % y fue titulado para su uso en los inmunoensayos.

¥ Nunc.
16 Bio-Rad 3550,
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Esquema de protocalo de fraccioramiento del extracto acuoso a partr de cékulas completas para b obtencidn de LPS complelo

Brucells meftenss 16 M

Cultivo en ¢akdo Bruceds de 36 horas/37°C en agitacion 125 pm

Lavado

30 grames de peso himedo/00 mi de agua destilada esterd

Inactivaciin y fraceicnamiento por calor $21°C/15 Ebras/1S min

Centrifugacidn 2 12000 x ¢ 115 mip
I
f 1
Sobrenadante Sedimento
(extracto acuose) {restos cehutares)
Precipitaciin con 3 volimenes de etancl 95 %
a 4'Ci18 horas en agttacion
Centrfugaciin 2 50000 x /15 mina 5C
I
[ ]
Precipitado rico en LPS Sobrenadante

Dialzado contra agua destiada a 4'C Segunda precipiacion

17§ ko
flofizado) 25




Esquema del protocolo para a cblencion de antigeno rugoso (LPS-Rugoso)

B. abortus RBST — B. abortus S2308: Tal

Cuftivo en caido Brucella de 36 horas/37°C en agitacion

Inactivacidn; 80°C/15 minutos

Lavado con PBS

Centrfugado a 3440 x g/15 min a 4°C

|
L |

Sedimento Sobrenadante

Ajustar al 4 % pesolvol

Thimerosal, quardar a 4°C

| Antigeno Rugoso (LPS-)] 2
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Inmunoensayos enzimaticos (ELISA)

Protocolos para la realizacion de ELISA indirectos con antigenos de LPS liso de B.
melitensis 16 M y antigeno rugoso de B. abortus RB51 y B. abortus 82308;:TnS5.

Preparacién del antigeno para la fase s6lida o inmunoadsorbente.

Se utilizaron dos diferentes preparaciones de antigenos para pegar en la inmunoplaca:
Se utilizé LPS de B. melitensis 16 M en fase lisa liofifizado y bacteria completa inactivada
por calor de B abortus RB51 y 52308::Tn5 como antigenos rugosos. .

Solucion stack de LPS.- se prepara con 1 mg de LPS que se diluye con I ml de agua.
destilada estéril.
1.- La concentracidn final de LPS por pozo en la microplaca debe ser de 2.5 png/ml en PBS
2.- De la solucién stock de LPS se toma 25 pl en 10 mi de PBS (cantidad suficiente para
cubrir una placa)
3.- Se colocan 100 ul de la solucion del antigeno en cada pozo.
4. Se tapa la microplaca con plastico autoadherible y se incuba a 4°C toda la noche.
5.- El antigeno se remueve por aspiracion.
6.- Se seca bien la placa, se cubre con plastico autoadherible y se puede guardar en
refrigeracién a 4°C hasta por 6 meses,

La preparacion de placas con antigeno rugoso se realizd de la misma manera, pero se
utilizd una solucidn stock a una concentracion celular del 4 % en PBS, la concentracion
final en el pozo se determind por titulacién del antigeno siendo de 1:128 para cada uno.

Realizacion de la técnica:

1.- Dilucion de los sueros: Se probaron diferentes diluciones de los sueros comenzando con
1:25 hasta 1:3200 y se selecciond la dilucidén més adecuada gue fue de 1:200,

Una vez seleccionada !a dilucién de los sueros se llen6 1a microplaca de la siguiente forma;
a) pozos Al y Bl se dejan vacios y se utilizan como blanco.

b) Adicionar 100 pi de los controles y las muestras por duplicado por orden de columnas
comenzando con un control negativo en C1 y D1, control positivo en El y F1 y continuando
con las muestras de los sueros.

2.- Cubrir la microplaca e incubar a 37°C por 1 hora

3.~ Lavar tres ciclos con 100 pl de PBS-Tween en el lavador de microplacas.

4 - Conjugados, para:

a) anti-IgG caprina conjugada con peroxidasa' dilucién 1:4000, 1 hora a 37°C

b) Proteina G conjugada con peroxidasa’® dilucién 1:4000, 1 hora 2 37°C

c) anti-IgM caprina conjugada con peroxidasa’ dilucién 1:500, 1.5 horas a 37°C

7 Sigma -
1% Calbiochem
1 Bethyl
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d) anti-IgG1 conjugada con peroxidasa dilucién 1:1000, 2 horas a 37°C
¢) anti-IgG2 conjugada con peroxidasa dilucion 1:1000, 2 horas a2 37°C
Poner 100 wl por pozo (incluir todos los pozos).
5.- Cubrir la placa e incubar a 37°C por el tiempo necesario para cada uno de los
conjugados, durante este tiempo se preparara el sustrato y cromogeno.
6.- a) Sustrato: ABTS™ 5.48 g en 50 ml de buffer de citrato.
b) Cromogeno: 5 i de H;0; en 120 pl de H;O.
Mezclar 50 ml de 2} y 19 i de b) esta solucion es de uso inmediato y sensible a Ja Juz
por lo que debe prepararse al momento de su uso y en frasco ambar.
7.- Lavado: igual que el paso 3.
8 .- Distribuir [00 u! en cada pozo con pipeta multicanales, incubar a temperatura ambiente,
para:
a) anti-IgG 15 minutos
b) Proteina G 15 minutos
¢) anti-IgM 45 minutos
d) anti-IgG1 45 minutos
¢) anti-IgG2 45 minutos

Determinar Iz densidad optica (D.0.) con el lector de microplacas a una sola longitud de
onda de 405 nm utilizando como blanco el pozo Al. No es necesario detener la reaccion.

Interpretacion de resultados: Se obtuvo la media de la D.O. de cada suero, se obtuvieron
promedios por grupo y se graficaron contra tiempo.

Andlisis Estadistico

Se probaron supuestos basicos para la realizacion de un Andlisis de Varianza con un
Modelo para Mediciones Repetidas de 3 Factores con Repeticién en uno de ellos, como
disefio completamente aleatorizado. Se utiliz6 la estadistica de Roy con o= 0.0001.

Modelo para el ANOVA de Mediciones Repetidas de tres Factores con Repeticion en
uno de eflos.

Yipm =+ Vit Gyt Se + M+ Ejan
donde:

Yiun = niveles de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas (IgG, IgM, IgG, € 1gG).
§. = media general.

V; = efecto de la vacuna.

G; = efecto de la inmunoglobulina.

S; = efecto del syjeto.

¥ Sigma.
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M, = efecto del mes.

Eiun = error aleatorio.

Los datos se trabajaron con el programa Statistical Analysis System (SAS) para
computadoras  personales, el modelo mide el efecto de la interaccién
vacunal inmunoglobulina (vac] Ig) y las repeticiones en meses. La variable respuesta son los
valores en densidad optica a 405 nanometros { D.0O 405 aa) que representa la concentration
de inmunoglobulinas y la varizble dependiente es el mes. Se seleccion$ este modelo para no -
perder informacién en el tiempo y poder seguir la respuesta de cada individuo a lo largo de
todo el experimento,

El programa en SAS fue el siguiente:

Data;

INPUT suj vac$ Ig$ M1 M2 M3 M4 M5 M6
Cards; “Todos los datos™

Proc ANOVA;

Clases vac Ig;

Model M1 M2 M3 M4 M5 M6 = vac| lg / NOUNI
Repeat Mes,

Means vac| ig;

Runp;
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Resultados
Pureza de las preparaciones de y-globulinas caprinas

Cuando se purificd la fraccion de y1 a partir de calostro por cromatografia en DEAE
Sefadex A-25, se obtuvieron dos picos (figura 1}, el primer pico eluido con solucién de
equilibrio contenian subclases de y2 y en la parte descendente contaminacién por yl,
mientras que el segundo pico obtenido después de haber aplicado el gradiente de NaCl,
contenia subclases de yt en su parte ascendente, que fue la fraccidn seleccionada para la
obtencién de y1. Cuando se purifico la fraccién y2 a partir de suero también se obtuvieron
dos picos (figura 2), el primero eluido con fa solucién amortiguadora de equilibrio contenia
subclases de ¥2 pura en Ja porcidn ascendente de la curva y subclases de y1 y contaminacién
de v2 en el segundo pico eluido después de aplicar solucidn amortiguadora de NaCl 0.5 M.
La separacién de albimina resulto ser adecuada por la columna de Sefarosa Azul, donde ¢l
primer pico no retenido y eluido con solucion de equilibrio era la fraccion de interés libre de
albumina (figura 3).

El procedimiento de purificacion de las subclases de 1gG (y1 y ¥2) logré un alto grado de
pureza, el control de calidad de las preparaciones realizado por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 12% y 7.5%, utilizando IgG de bovino como marcador, mostrd bandas
bien definidas que correspondian a las cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas y
no mostraban contaminantes. Por inmunoelectroforesis la distincidn entre la preparacion de
los dos antigenos se mostré la presencia de dos arcos claramente definidos con patrones
electroforéticos diferentes al ser probados contra el suero comercial de anti-IgG caprina. En
la (figura 4) se muestra que las globulinas y1 y y2 difieren en la movilidad electroforética
hacia el anodo.

Anti-y-globulinas caprinas

El protocolo de inmunizacién que se lievd a cabo en conejos produjo antisueros de
calidad contra ¥1 y y2 caprinas. La purificacion de estas anti-y-globulinas mostraron ser
adecuados con las experimentos de inmunoelectroforesis, figuras (5 y 6) y doble difusién en
agar, figuras (7 y 8).

Los diferentes isotipos de inmunoglobulinas séricas comparten determinantes antigénicos
comunes, que se observan al exponer los antisueros producidos contra las subclases de IgG
con inmunoglobulinas purificadas, con las técnicas de inmunoelectroforesis, figura () y
doble difusion en agar, figuras (10 y 11). Con fa técnica de ELISA se observd una ligera
reaccion cruzada, por lo que se realizaron diluciones de los antisueros hasta encontrar la
optima que permitiera una clara diferenciacion.

Titulacién de los conj ugadds.

Tanto conjugados comerciales como los preparados en este trabajo fueron titulados para
obtener la mejor dilucién y tiempo de trabajo, obteniéndose lo siguiente:
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Cuando se utilizo el antigeno liso (LPS):

1.- Proteina G conjugada con peroxidasa®' dilucién 1:4000, 1 hora a 37°C
2.- anti-IgG caprina conjugada con peroxidasa® dilucién 1:4000, 1 hora a 37°C
3.- anti-IgM caprina conjugada con peroxidasa® dilucién 1:500, 1.5 horas a 37°C
4.- anti-IgG1 conjugada con peroxidasa dilucién 1:1000, 2 horas a 37°C

5.- anti-IgG2 conjugada con peroxidasa dilucion 1:1000, 2 horas 2 37°C

Con el antigeno rugoso (LPS-r), la temperatura y las diluciones de los conjugados fueron
las mismas que se usaron para el antigeno liso. El tiempo de incubacion se estandarizé en 1.5
horas para todos.

Se evalud la mejor dilucién de conjugado en la que los antisueros se unian a los-
diferentes isotipos dirigidos contra el antigeno y en la cual se podia diferenciar entre sueros
positivos de negativos y entre isotipos, ademas se evalud el tiempo de lectura después de
haber sido aplicado e! cromdgeno-sustrato y la longitud de onda para leer el inmunoensayo.
la mejor lectura se realizd con una sola longitud de onda de 405 nm con tiempos de
incubacion de 15 minutos para proteina G y anti-IgG caprina y de 45 minutos para anti-IgM,
anti-yl y anti-y2.

Titulacién de antigenos para los inmmunoensayos.

EI LPS liso de B. melitensis fue tiulado a razén de 2.5 pg/ml por pozo, se observo que
no hay diferencia si se bloquea o no con albimina después de la incubacién del antigeno,
esta titulacién de LPS fue valida para suero de animales expuestos a cepas lisas y rugosas.

Para el antigeno rugoso LPS-r se observd una importante reaccion inespecifica si se
utilizaba el extracto acuoso de cepas rugosas (LPS-r). Al utilizar 1a bacteria rugosa completa
inactivada con calor a concentracién celular del 4 %, 1a mejor dilucién de trabajo fue de
1:128, pero el antigeno debia de corresponder a la vacuna aplicada (vacuna RB51 contra
antigeno de RB51 y vacuna de $2308::Tn5 contra antigeno de $2308::Tn5).

Evaluacién de la concentracién de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas
antibrucela en el suero de cabra.

La evaluacion de las inmunoglobulinas en los diferentes grupos cabras expuestas a
Brucella spp se determind a los 0, 30, 60, 90, 120 y 150 dias para los grupos de cabras
vacunadas con las cepas de B melitensis Rev 1 (via subcutdnea y conjuntival), B. abortus
RBS1 y B. abortus §2308::Tn5 y grupo testigo. Y a los 10, 20, 30, 45, 60 y 90 dias para el
grupo de cabras infectadas experimentalmente.

Los datos obtenidos por grupo ¢ inmunoglobulina evaluada en cada muestreo utilizando
el antigeno liso (LPS) se sumaron y se obtuvo un promedio que se graficd contra tiempo.

3 Calbiochem.
2 Sigma.
* Bethyl,
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El analisis estadistico realizado a los datos obtenidos fue un andlisis de varianza con un
Modelo para Mediciones Repetidas de tres factores con repeticién en uno de ellos donde se
midi6 el efecto de Ia interaccion vacuna-inmunoglobulina y las repeticiones en meses. Este
modelo permitié tener un seguimiento global de cada individuo a lo largo de todo el
experimento, desde el dia 0 al dia 150.

Los resultados obtenidos con el analisis de varianza para mediciones repetidas muestran
que existen diferencias significativas para los efectos de mes, mes/vacuna,
mes/inmunoglobulina y mes/vacuna/inmunoglobulina con la estadistica de Roy (P=0.0001).
El efecto vacuna fue estadisticamente significativo con un valor de P=0.0563.

En la figura 12 se muestra la respuesta de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas
séricas detectada por LPS de B. melitensis 16 M, para el grupo vacunado con B. melitensis
Rev 1 por via conjuntival. Los titulos se incrementa en general en los primeros 60 dias
alcanzando su pico entre el dia 30 y 60, Para IgM a partir del dia 60 la curva decrece hasta
el dia 150, Para las subclases de 1gG estas decrecen hasta el dia 90 y en et caso de IgG
medida con anti-IgG** sigue bajando hasta el dia 120 para después volver a subir. Para ¥l y
2 despusés del dia 90 los niveles se incrementan hasta ¢l dia 120 para después volver a
decrecer. Para IgG medida con Proteina G”, a partir del dia 90, los titulos se incrementan
hasta el dia 150.

En la figura 13 se muestra la respuesta de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas
séricas detectada por LPS de B. melitensis 16 M, para el grupo vacunado con B. melitensis
Rev 1 dosis reducida por via subcuténea. Para IgM se observa un ligero ascenso hasta el dia
90 donde sube hasta el dia 120 para después descender. Para 1gG medida con anti-IgG™
alcanza su méximo pico en el dia 60 y desciende hasta el dia 90 para después volver a subir
hasta el dia 120 y descender. Cuando se midio 1gG con Proteina G, se observa un ascenso
hasta e! dia 60 donde se mantiene por 30 dias mas para después alcanzar su maximo pico en
el dia 120 y descender. Para y1, alcanza su méximo pico en el dia 90 donde comienza a
descender, v2 asciende hasta el dia 60 y desciende lentamente.

En la figura 14 se muestra la respuesta de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas
séricas detectada por LPS de B. melitensis 16 M, para el grupo vacunado con B. abortus
RBS1 por viz subcutinea. IgM se mantiene en ascenso hasta el dia 150. IgG medida con
conjugado Sigma sube rapidamente hasta alcanzar su pico en el dia 30 baja lentamente al dia
60 y después ripidamente hasta el dia 90 de donde sube ligeramente para después
descender. Para 1gG demostrada con Proteina G muestra una curva similar, pero esta
alcanza su mayor pico én el dia 120. El isotipo ¥1 sube lentamente hasta el dia 120 de donde
empieza a descender. El isotipo y2 presenta dos picos en los dias 60y 120.

* Sigma.
 Calbiocherm.
* Sigma.
? calbiochem.,
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En la figura 15 se muestra la respuesta de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas
séricas detectada por LPS de B. melitensis 16 M, para € grupo vacunado con B. abortus
$2308::TnS por via subcutdnea. IgM aumenta al dia 36, después desciende ligeramente al
dia 60 de donde comienza un ligero ascenso constante hasta el dia 150. Para la IgG
demostrada con el conjugado de Sigma presenta un rapido sumento hasta el dia 30 donde
alcanza su pico, después comienza a descender hasta el dia 90 donde se mantiene por 30 dias
mas para después ascender nuevamente. Cuando se midié IgG por medio de la Proteina G,
se observa un ligero ascenso hasta el dia 90 para después subir ripidamente. Para yl se
observa un ligero ascenso al dia 60 que se incrementa hasta el dia 120 donde comienza a
descender. Para y2 presenta un ligero ascenso hasta el dia 120 donde comienza a descender.

En la figura 16 se muestra la respuesta de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas
séricas detectada por LPS de B. melitensis 16 M, para el grupo infectado experimentalmente
con B. melitensis biovariedad 3 por via conjuntival. IgM se mantiene ascendiendo hasta el
dia 30 de donde comienza un ligero descenso. Para la IgG demostrada con conjugado Sigma
se mantiene en ascenso constante hasta el dia 45 después de este desciende ligeramente al
dia 60 para después volver a subir al dia 90. Cuando se midié IgG con comjugado de
Proteina G esta mostrd un ligero ascenso al dia 10, para después subir notoriamente hasta el
dia 45 de donde desciende ligeramente a dia 60 para después volver a subir al dia 0. Ei
isotipo y1 muestra un ligero pero constante ascenso hasta el dia 90. ¥2 también su ascenso es
ligero, pero mayor a y1, del dia 45 al 60 muestra un ligero descenso v a partir de este dia
vuelve a subir.

En todos los casos los grupos testigos se mantuvieron constantes, existiendo diferencia
estadistica con los diferentes grupos.

La figura 17 muestra la curva de IgG medida con conjugade de anti-IgG caprina con los
diferentes grupos de cabras. En donde el titulo 0 nivel més alte de inmunoglobulina G se
presenta en la vacunacion con B. melitensis Rev | por via conjuntival y este se observa en el
dia 30 posvacunacién, seguida por la respuesta a la vacuna $2308:.Tn5 de B. abortus y por
Gltimo una respuesta similar de las vacunas de B. melitensis Rev I en dosis reducida y B.
abortus RB51.

En la figura 18 se observa la curva de IgG medida con Proteina G con los diferentes
grupos de cabras. Los animales vacunados con la cepa de B. melitensis Rev 1 en dosis
reducida, presentan una mayor respuesta, en comparaciéon con los otros grupos hasta el dia
120 posvacunacion; a partir del dia 130, los animales vacunados con la cepa de B. abartus
§2308::TnS, presentan el titulo mas alto de IgG.

La figura 19 presenta la curva de IgM con los diferentes grupos de cabras. Los mayores
niveles de este isotipo, hasta el dia 90, lo presenta el grupo vacunado con B. melitensis Rev
1 por ruta conjuntival. A partir del dia 90 y hasta ef dia 120 posvacunai, &l grupoc vacunado
con B. melitensis en dosis .reducida, presenta un incremento en los titulos de IgM,
mostrando los niveles mas altos.




Las figuras 20 y 21 presentan las curvas de yi y y2 respectivamente en los diferentes
grupos de animales. Para v1, en las cuatro vacunas, se presenta una curva relativamente
similar. Los grupos vacunados con B. melitensis Rev 1 muestran los valores mas altos entre
los dias 60 y 120. Para y2, la respuesta de los grupos vacunados con B. melitensis Rev 1 por
via conjuntival y B. abortus RB31 se comportan de igual forma a lo largo de Jos 150 dias de
muestreo. El grupo vacunado con B. melitensis Rev 1 en dosis reducida alcanza niveles
similares, a los dos grupos anteriores, hasta el dia 60. El grupo vacunado con B abortus
$2308::Tn5 presenta los niveles mas bajos de este isotipo.

La serie de figuras 22 a 26 muestran la comparacidn en la respuesta dada a cada vacuna y
a la infeccion experimental de las subclases de inmunoglobulina G (Y1 y v2). Donde se
observa que y2 es mayor que Yl en el grupo de animales infectados experimentalmente, asi
como en los grupos vacunados con Rev 1 y RBS1, entre los dias 10 a 90 posvacunal. El
isotipo y1, a pastir del dia 60, comienza a incrementarse y llega a ser mayor a r2, solo en los
grupos vacunados.

Las figuras 27, 28 y 29 muestran los resultados obtenidos al evaluar la respuesta de las
diferentes inmunoglobulinas en el grupo vacunado con la cepa rugosa de B. aborfus RB51,
utilizando antigeno rugoso (RBS5)) en los inmunoensayos, en donde se observa un
incremento en los niveles séricos de todos los isotipos en el dia 30, siendo mayor el
presentado por IgG total. Los niveles de IgM, IgGl e 1gG2 se mantienen bajos, no asi IgG
total que se incrementa, esto es mas notorio cuando este isotipo fue detectado por el
conjugado comercial anti-lgG- peroxidasa™. Hasta el dia 90 y2 es mayor a y1, a partir de
este dia y] comienza a ser mayor que y2.

Las figuras 30, 31 y 32 muestran la respuesta de las diferentes inmunoglobulinas & la
vacuna rugosa de B. abortus S2308::Tn5, utilizando antigeno rugoso ($2308::Tn5) en los
inmunoensayos. Donde se observa una menor respuesta de IgM al igual que una ligera
respuesta de IgG total en los primeros 60 dias, a partir de aqui, la respuesta comienza a
incrementarse. Hasta el dia 60 y1 es ligeramente mayor a ¥2, después de este dia, se observa
el cambio de isotipo a y2.

Al utilizar los antigenos rugosos los valores de densidad optica (D.O) del dia 0 y
controles negativos son mayores que cuando se utilizé antigeno liso (LP3). Esta
inespecificidad es mas notoria al utilizar el conjugado comercial anti-IgG-peroxidasa™.

La serie de figuras 33 a 38 compara la respuesta inmune humoral a los diferentes
antigenos vacunales a lo largo de todo el experimento. Aqui se puede observar que los
mayores niveles de 1gG e IgM, hasta el dia 60, se presentan en el grupo vacunado con B.
melitensis Rev 1 por ruta conjuntival.

2 Sigma.
® Sigma.
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La serie de figuras 39 a 42 compara la respuesta inmune humoral debida a la vacunacién
y a la infeccidn experimental del dia O al 90 después de la exposicién al antigeno. Los niveles
de IgG (medida con proteina G) e IgM son superiores a los presentados en los grupos
vacunados. : '

La figura 43 presenta los diferentes isotipos en {a respuesta inmune humoral debido a la
infeccion experimental con B. melitensis biovariedad 3, fase lisa virulenta, aislada de un
brote de campo. Al medir IgG con proteina G los niveles fueron superiores en comparacién
con el conjugado comercial anti-IgG-peroxidasa. El isotipo Ig(G2 siempre fue mayor a IgGl
a lo largo de todo el muestreo.
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DISCUSION

Gray et al (1969) identificaron dos subclases de y-globulinas en cabra que designaron ygl
y yg2. Su método de identificacion se basé en la precipitacion de y-globulinas, a partir de
suero de cabra, con sulfato de amonio, filtracion en gel, movilidad electroforética y patrones
de inmunodifusién. El método de Gray pudo diferenciar las dos subclases de y-globulinas
caprinas, pero no logré una pureza total de las fracciones, particularmente yl que se
encontraba mezclada con ¥2, ademés de otras proteinas séricas. Posteriormente Micusan et
al (1975 y 1976) aislan las subclases de IgG a partir de suero de dos grupos de cabras de las
cuales un grupo fue alimentado con calostro y el otro se les privo de el en las primeras
semanas de vida, en ese trabajo las fracciones se filtraron en columnas de cromatografia en
dos ocasiones, como modificacién al método de Gray, para lograr una mayor pureza.
Micusan y Borduas (1977) describen las propiedades biolégicas de las inmunoglobulinas G
de 1a cabra y utilizan suero y calostro como fuente de purificacion de las subclases de I1gG,
este método incluye 1a precipitacion con sutfato de amonio y la recromatografia de cada una
de las subclases en CM-celulosa y Sefadex G-200, cuando se trato del suero y precipitacion
de caseina con la recromatografia de cada una de las subclases en DEAE-Sefadex A-50 y
Sefadex G-200, para el calostro.

Babu y Reddy (1992) mencionan que la precipitacién con sulfato de amonio y la
cromatografia en DEAE-celulosa son suficientes para producir IgG caprina en forma pura,
encontramos que es necesario ademas eliminar algunas proteinas séricas como la albimina.

Para la purificacion de las subclases de y-globulinas en este estudio se realizé una
precipitacion de las proteinas séricas con 4cido caprilico adicional a la precipitacion de
inmunoglobulinas con sulfato de amonio, ademas las fracciones se pasaron por una columna
de Sefarosa Azul para eliminar la contaminacién por albdmina, que seguia presente después
de la cromatografia por DEAE-Sefadex A-25 y demostrada por electroforesis de cada una
de las fracciones. La pureza de las inmunoglobulinas y tos antigenos es la parte medular de
los inmuncensayos enziméticos (Sanchez-Vizcaino y Cambra 1987, Garcia et al; 1992;
Nielsen er al;1993). La purificacién y caracterizacion inmunoquimica de las subclases de
IgG (y1 y v2) desarrollados en este trabajo mostraron ser de buena calidad. La distincién
entre las dos preparaciones de antigenos fue demostrada por la presencia de dos arcos
claramente definidos cuando se probaron contra el antisuero comercial anti-IgG caprina®.

Los antisueros anti-cabra y1 y y2 producidos en conejo y preparados en este estudio
mostraron la presencia de dos arcos con diferencias en sus patrones inmunoelectroforeticos
al ser expuestos al antigeno correspondiente tal como lo mencionan Gray ef al (1969) y
Micusan y Borduas (1975). Pera ademas se observd que vl y ¥2 comparten determinantes
antigénicos, porque, aunque es claramente distinguible la formacién de bandas de
precipitacién con el antisuero especifico, esto es anti-yl contra yl, existe una ligera
interaccion de anti-yl con y2 y viceversa (figuras 5 y 6) y se puede observar que las
inmunoglobulinas A y M caprinas también comparten determinantes antigénicos con las

¥ Sigma
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subclases de IgG (Duncan ef al; 1972). Lo anterior se demuestra en_los estudios de
inmunodifusion doble, realizados en este trabajo, cuando fueron probados los antisueros
preparados en conejo contra diferentes isotipos (figuras 9, 10y 11).

Gray et al {1969) menciona que tos animales en los cuales se preparan los antisueros
(ratén, rata, conejo, etc.) responden antigénicamente distinto 2l inmundgeno seleccionado.
Binaghi, citado por Gray et of (1969) y Micusan er af {1976} proponen que los cuyes y
ratas responden a clases especificas de determinantes para producir anticuerpos especificos
de la fraccion Fc de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas, esto puede sugerir que las
ratas y cuyes responden primariamente a los determinantes de la cadena pesada; y los-
conejos, aqui empleados, responden primariamente a los determinantes de fa cadena ligera
de las subclases de IgG (determinantes antigénicos individuales) y en forma secundaria a los
determinantes antigénicamente similares (comunes) de estas y-globulinas. Esto se puede
demostrar cuando se prueban los antisueros por inmunoelectroforesis en donde se presentan
una linea fuerte de precipitacion con el antisuero y antigeno correspondiente (anti-yl contra
¥l y anti-y2 contra y2) y una linea de precipitacion débil con el antisuero y antigeno
contrario.

Algunos autores (Lisowski ef al; 1975a,b, Gray et al; 1969, Micusan y Borduas 1975 y
1977) han observado y demostrado que las cadenas pesadas y ligeras de las subclases de y-
globulinas pueden ser idénticas en su composicion o solamente similares o hasta un mismo
isotipo puede variar en sus propiedades fisicoquimicas dependiendo de si proviene de suero
o de calostro, como lo reporta Lisowski er a? (1975a,b).

En este estudio para eliminar al maximo la inespecificidad, los antisueros se sometieron a
adsorciones cruzadas en columnas de inmunoafinidad con lo que se logrd una buena
diferenciacion entre estos.

La titulacién previa de sueros, antigenos y conjugados €5 un paso importante para la
estandarizacion de los inmunoensayos (Garcia ef al; 1992).

La titulacion se realizo en blogues y se seleccionaron {as diluciones que permitieron una
mejor lectura. Cabe mencionar que los mayores problemas se presentaron con el antigeno
rugoso. Para la deteccion de los diferentes isotipos de inmunoglobulinas en los grupos
inmunizados con las vacunas rugosas (B. abortus RB51 y B. abortus S2308::Tn5) se intento
en un principio utilizar una extraccion de lipopolisacaride rugoso (LPS-r) de B. abortus
unido a la inmunoplaca como antigeno de captura, pero se observd una inespecificidad muy
alta no pudiendo diferenciar controles (+) de (-), por Io que se intento utilizar bactena
completa, inactivada por calor, en suspensién al 4 % unida a la inmunoplaca como antigeno
de captura y se observo que la inespecificidad disminuia; aunque los valores de densidad
Sptica de los sueros negativos se mantenian altos, mas si se utilizaba el conjugado comercial
de anti-IgG caprina’’ en lugar de Proteina G™ para la deteccion de IgG, si fue posible
observar la curva del incremento en el titulo de y-globulinas de los animales vacunados.
Ademis fue necesario utilizar como antigeno de captura el correspondiente al grupo

* Sigma.
* Calbiochem,
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vacunado con esa cepa; el grupo vacunado con B. abortus RB351 utilizo como antigeno
rugoso unido a la placa la preparacion de bacteria completa de B. abortus RB51. Y el grupo
vacunado con B. abortus $2308::Tn5 su antigeno rugoso unido a la placa fue la preparacion
de bacteria completa de B. aborsus 52308::TnS, con esto se lograron mejores resultados.

. Al utilizar os antigenos rugosos se observd que disminuia la inespecificidad si se
utilizaba la bacteria completa, cepa rugosa, en lugar de la preparacion de lipopolisacarido
rugoso (LPS-r). Posiblemente se den reacciones cruzadas cuando se utiliza solo el LPS-ry
esta se ve disminuida y mas especifica al estar presente la bacteria completa ya que estan
presentes los determinantes o epitopos sobre los cuales se monta la respuesta.  Schurig ef
al (1984); Jiménez y Bagiiés (1994) mencionan que ¢l uso de anticuerpos monocionales
contra el LPS-r son una buena alternativa para hacer mas especifica la reaccion. Granfors er
al (1981) observaron, para el caso de antigenos lisos, una mayor reactividad cruzada al-
utilizar la bacteria completa en comparacion con el LPS y que esto esta relacionado a la
especie animal en la que se prepard €l antisuero.

Tres clases principales de inmunoglobulinas han sido caracterizadas en los rumiantes,
IgG, IgA e IgM, algunos autores describen la existencia de un anticuerpo con propiedades
fisicoquimicas similares a la IgE de otras especies. Una caracteristica importante de las
inmunoglobulinas de los rumiantes es que existen dos subclases de IgG, IgGl e IgG2, que
poseen propiedades fisicoquimicas y biologicas totalmente diferentes. La transferencia
selectiva de una sola de las dos subclases de IgG, la IgGl, en grandes cantidades para
secreciones exocrinas en mamiferos, como es ¢l calostro, es un fenémeno que no se presenta
én hembras de otras especies. Las propiedades fisicoquimicas varian de acuerdo a la fiente
de purificacion, asi, las y-globulinas purificadas a partir de suerc son diferentes a las
purificadas a partir de calostro. Esto ha sido demostrado por ‘diversos investigadores que
han realizado estudios comparativos observando diferencias en sus propiedades
hidrodindmicas, composicién de aminoacidos y contenido de carbohidratos; lo que ha
sugerido que existe una sintesis local en la glindula mamaria de inmunoglobulinas ademas de
fa transferencia de suero (Duncan ef af; 1972; Micusan y Borduas 1975; Lisowski et al;
1975a,b.; Micusan y Borduas 1977; Micusan ef al; 1976, O'Brien y Sherman 1993a,b.;
Kacskovics et al; 1995).

La mayoria de la literatura acerca de la respuesta inmune humoral de animales infectados
y vacunados con Brucella se basa o concierne a B. abortus en el ganado bovino, pero se
mencionz que la respuesta inmune humoral en bovinos es generalmente similar a la que
presentan otras especies (Sutherland and Searson 1990). La vacunacion de la ternera con
cepa 19 presenta, después de cinco dias, la aparicion de IgM, que alcanza su miximo nivel al
cabo de trece dias, mientras que las IgG aparecen casi simultineamente, ¢ poco mas tarde,
y alcanzan su méximo de 28 a 42 dias posvacunales. La concentracion sérica de IgM
disminuye pero sin anularse. Las inmunoglobulinas G son las primeras en desaparecer (
FAO/QOMS 1986).

El patrdn de la respuesta serologica en términos de produccion de inmunoglobulinas ha
sido poco estudiada en pequefios rumiantes, particularmente en cabras, pero algunos autores
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sugieren una Tespuesta muy similar a la presentada por los bovinos (Alton y Elberg 1967,
Varela-Diaz et af, 1971; Elberg 1981; Alton 1987; Alton 1990). La vacunacién de cabritas
menores de 8 meses de edad con la cepa de B. melitensis Rev 1 presenta un rapido
desarrollo en ¢l mes siguiente a la Vacunacién, IgM inicia primero a los 10 dias seguido
después por IgG. Durante los siguientes tres meses, Ia IgM cae a niveles bajos donde
persisten. El nivel de IgG también cae y en algunos animales persisten hasta el cuarto mes
posvacunal (FAQ/OMS 1986; Alton y Elberg 1967, Zygmunt ef al;, 1994).

En la respuesta al desafio experimental en bovinos, IgM es la inmunoglobulina
predominante que se produce inmediatamente después del desafio v se mantiene por 1 2 3
semanas. Después IgG empieza a ser dominante y usualmente es mayor IgGl que 1gG2;
cantidades significantes de IgG2 han sido reportadas en algunos bovinos. (Lamb et al; 1979)
sugieren medirlos niveles de IgG2 como medio parz discriminar entre animales infectados y
no infectados. Contrariamente a lo que sucede en la vacunacidn, disminuye dnicamente la
concentracion de IgM, después, sobre todo en los casos cronicos, la clase principal ¥
dominante es la IgG (FAQ/OMS 1986; Sutherland y Searson 1990).

Alton (1990b) menciona que en la infeccdn de cabras con B. melitensis la respuesta se
presenta muy similar a lo observado en bovinos, produccion de IgM seguida entre | a 2
semanas por el disparo de IgG, menciona que ambos isotipos se mantienen en niveles bajos
con predominio de IgG. La bibliografia consultada no menciona la respuesta presentada por
subclases de IgG en cabras debido a vacunacion ¢ a infeceidn ni la participacién de estas en
la respuesta inmune :

En este estudio se utilizaron cabras mayores de 1| afio y se reporta el patrén de
inmunoglobulinas séricas, incluyendo los isotipos IgG1 e IgG2 y ta medicion de IgG totales
con dos tipos de conjugados, presentado por 4 vacunas de Brucella e infeccion experimental
con B. melitensis,

Para ef grupo 1.- B. melitensis Rev | por ruta conjuntival, presenta una respuesta de IgM
que alcanza su maximo nivel en el dia 30, a partic de aqui comienza a disminuir
gradualmente sin desaparecer en los 150, dias de muestreo. Esta vacuna presentd los titulos
mas altos de IgM hasta el dia 90, en comparation con las otras vacunas.

Al dia 30 posvacunal los niveles de inmunoglobulina G completa se presentan en sus
niveles mis altos. Al medir IgG complets con el conjugado anti-IgG-peroxidasa® las
concentraciones, medidas en densidad 6ptica (D.0. 405 am), son mayores que cuando se
utilizd el conjugado de Proteina G-peroxidasa®™. Esto puede ser atribuido a una menor
especificidad del primero con otros isotipos (Lisuwski e af; 1975). La concentracién mayor
de IgG se presentd con la vacuna Rev 1 por ruta conjuntival, seguido por la respuesta a la
vacuna de B. abortus §2308::Tn5. Cuando se midié IgG cou Proteina G el nivel de este
isotipo es similar en las cuatro vacunas, siendo ligeramente mayor el presentado por la
vacuna B. abortus RB51.

Los niveles de y1 y y2 comienza a incrementarse en las cuatro vacunas y presentan
niveles similares hasta el dia 30. La clase IgM muestra un incremento en sus niveles séricos,
siendo mayores los producidos por la vacuna Rev 1 por ruta conjuntival seguido de la
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vacuna S2308::TnS. Por los dias de muestreo no fue posible observar el dia preciso de
incremento de IgM, que se menciona es a partir del dia 10 (FAO/OMS 1986), ni el cambio o
disparo a IgG. _

Para ¢ dia 60 posvacunal el nivel de 1gG desciende ligeramente, al medirse con el
conjugado anti-IgG, y se mantiene el grupo vacunado con Rev 1 ruta conjuntival con la
concentracion mas alta de IgG. La concentracién menor la presentd ¢l grupo vacunado con
Rev 1 en dosis reducida. Al utilizar Proteina G se gbserva un aumento en las concentracion
de IgG total sobre todo en los grupos vacunados con RBS1 y Rev | ruta conjuntival. El
grupo vacunado con Revl en dosis reducida sigue presentando el nivel mas bajo de este
isotipo, esto concuerda con los estudios realizados por Alton (1990a) donde menciona que
la respuesta inmune humoral es menor en animales vacunados con Rev 1 en dosis reducida
en comparacion con los vacunados por ruta conjuntival. Los niveles de yl se incrementan
ligeramente en las cuatro vacunas. La concentracién de y2 se incrementa al doble, en
comparacion con los primeros 30 dias, en fos grupos vacunados con Rev 1 y RB51. Las
cuatro vacunas muestran un descenso en la concentracion de IgM.

Para el dia 90 las concentraciones de IgG son menores en comparacion al muestreo
anterior con excepcion del grupo vacunado con Rev 1 en dosis reducida que se incrementa.
El nivel de deteccion de los dos conjugados es similar. Los niveles de y1 contindan en
ascenso, siendo el grupo Rev 1 en dosis reducida el que presenta la mayor concentracién. y2
desciende en comparacién con el muestreo anterior. La concentracion de IgM se mantiene
en niveles bajos en las cuatro vacunas.

En los dias 120 y 150 posvacunales se observa un incremento en los niveles de IgG en las
cuatro vacunas principalmente en los presentados por Proteina G. También un ligero
incremento en los de IgM en los grupos vacunados con la cepa rugosa RB51 y Rev 1 en
dosis reducida.

Los niveles de y1 y y2 con excepcion de! grupo vacunado con Rev 1 en dosis. reducida
siguen aumentande en comparacién con el muestreo anterior. Los dias 120 y 150 de
muestreo corresponden a los meses de enero y febrero, esta época del afio en la zona de
estudio, las condiciones climaticas favorecen la presentacidn de infecciones respiratorias en
los animales, suponemos que el aumento de inmunoglobulinas puede deberse a la exposicién .
a antigenos capaces de producir una respuesta o reaccion cruzada, lo cual ha sido
demostrado con diversos microorganismos, principalmente bacterias Gram negativas (Lamb
et al; 1979; Cherwonogrodzky et al; 1990).

A lo largo de los 150 dias de muestreo los niveles de inmunoglobulina G siempre se
mantuvieron arriba de los niveles de inmunoglobulina M, contrariamente a lo mencionado en
la bibliografia con terneras vacunadas con cepa 19 y RBS1 (FAO/OMS 1986; Schurig et al;
1991). Donde IgM es dominante en los animales vacunados e IgG es la primera en
desaparecer, no obstante que no se realizé un muestreo en los dias 15-21, donde se alcanzan
los maximos niveles de IgM, se infiere que las concentraciones alcanzadas son discretas. EI
nivel de IgG alcanza su méximo nivel en el dia 30, esto concuerda con los 28 a 42 dias
presentado en bovinos (Sutheriand y Searson 1990).
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Cuando la concentracion de anticuerpos totales decrece, la concentracidn de y1 y y2
comienzan a incrementarse, 'esto también fue reportado por Micusan (1977). La
presentacion de estas subclases difiere dependiendo de la vacuna. En las vacunas Rev 1y
RBS5i y2 se presenta como la principal subclase de IgG entre los 30 y 70¢ dias
posvacunacion; alcanzando su mayor concentracion en el dia 60. Para las vacunas Revl el
cambio de subclase a y1 se presenta entre los dias 70 a 80, para alcanzar su mixima
concentracion entre los dias 90 a 120 posvacunacidon. Para la vacuna RBS5t la mbdma
concentracién de yl se presenta en el dia 120, pero en este caso en particylar y1 no fue
mayor a ¥2, como en las vacunas de Revl, Pero podriamos pensar que el comportamiento
de las subclases de IgG en estas tres vacunas es muy similar y en el caso de RB51 donde fue
superior y2 sobre vl en el dia 120 esto puede deberse a una reaccion inespecifica,
posiblemente sobre otro LPS bacteriano, que dispard a 2.

La vacuna S2308:TnS5 presentd un patrén de yl y y2 diferente a las tres vacunas
anteriores, entre el dia O y 60 los niveles de estas subclases se mantienen en concentraciones
similares y a partir de los dias 60 al 50 la concentracitn de y1 siempre fue mayor a y2.

E! grupo de animales infectados experimentalmente con B. melitensis biovariedad 3
presentd, hasta el dia 90 posinfeccion, concentraciones de IgG mayores que IgM. La
inmunoglobulina M alcanza su maxima concentracién en el dia 20 y esta se mantiene hasta
el dia 90 posinfeccion. IgG presenta su mixima concentracion entre los dias 45 a 90.
Aunque la respuesta de IgM es mayor en comparacion con los grupos vacunados, esta sigue
siendo discreta en comparacion con la respuesta de 1gG y nunca mayor a esta, estos datos
difieren a lo mencionado para bovinos, por el Comité de Expertos en brucelosis (1986).

Fl isotipo v2 es la subclase de IgG que predomina, sobre 1, en los 90 dias del muestreo.
Contrariamente a lo que sucede en bovinos donde y1 es la subclase predominante sobre y2.
Aungque se han reportado cantidades sigrificantes de y2 en algunos bovinos.

Este estudic muestra que tanto en infeccion experimental como en los grupos de
animales vacunados la clase predominante de inmunoglobulina a lo largo de todo el
experimento es IgG sobre IgM. La concentracion de IgG total e IgM es mayor en el grupo
infectado experimentalmente que en fos grupos vacunados.

En los grupos de animales vacunados, la concentracion de IgM nunca fue superior al de
las subclases de IgG (y1 y ¥2). En el grupo infectado experimentalmente, la concentracién de
IgM fue mayor & la de IgG1 en los 90 dias del muestreo y solamente mayor a 1gG2 en los
primeros 20 dias.

La concentracion de IgG2 fue mayor & IgGl en el grupo infectado expenmentalmente y
en los grupos vacunados con Rev 1 y RB51 este isotipo predomino sobre y1 del dia 30 al dia
80 posvacunac&én Lo que nos sugiere que este isotipo se presenta como principal subclase
de IgG en los primeros dias después de la infeccion y la vacunacién.

El grupo vacunado con la cepa mutante rugosa de B. abortus $2308::Tn5 , carente de la
cadena O-LPS presenté un patron de subclases de IgG diferente a la producida por otras
cepas, donde las concentraciones de ¥2 son bajas y Ia subclase predominante es y1. '
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Las caracteristicas estructurales de cada una de las cepas utilizadas hacen la diferencia en
el isotipo producido en la respuesta inmune humoral en cada uno de los grupos. Estas
diferencias se basan principalmente en a composicién quimica de su envoltura celular y mis
especificamente en su lipopolisacirido (LPS). Esto se demuestra con los resultados
presentados en este estudio, a mayor cantidad de LPS mayor es la respuesta debida a IgM,
IgG totales y principalmente a IgGz,

Se sabe que las cepas lisas son mds resistentes a la muerte intrafagocitaria que las cepas
rugosas ( Harmon ef al; 1988; Price ef al; 1990) y dentro de cepas lisas existen diferentes
susceptibilidades, las cepas vacunales de B. abortus cepa 19, B. melitensis Rev 1 y las cepas
patégenas mantenidas en cultivos en el laboratorio son menos habiles para resistir la muerte
intracelular que las cepas virulentas de Brucella aisladas de abortos y placentas. Canning
(1990) y Soto et al (1991) mencionan que existen fracciones del LPS de las cepas lisas de
Brucella son las responsables de proteger a las bacterias dentro de los fagocitos. Estos
componentes son nucledtidos o sustancias parecidas que inhiben la degranulacién y la
actividad del sistema antibacteriano de la mieloperoxidasa-H;O, estas fracciones son la 3b
(5"guanosina monofosfato) y 10 (adenina) del LPS que estan asociadas a la superficie de las
cepas virulentas y que inhiben esta actividad ya que Brucella es susceptible de ser destruida
por la explosion oxidativa.

Las brucelas no evitan la fagocitosis pero es requisito indispensable la opsonizacién por
complemento o por anticuerpos especificos, ademas la opsonizacion previa es requisito para
estimular la explosion oxidativa (Harmon et a; 1988; Canning 1990). Las inmunoglobulinas
opsonizantes contra Brucella estan dirigidas principalmente contra el LPS.

Smith (1990) y Cherwonogrodzky et al (1990) mencionan que la respuesta inmune
hurnoral del huésped contra Brucella es directa contra el LPS y en menor proporcion conira
otros antigenos celulares de superficie como el poly B , antigeno Z y proteinas
covalentemente unidas al LPS.

Los LPS son inmuncestimuladores (Roitt 1994, Goodman y Parslow 1994; Oppenheim
et al; 1994; Labro 1994; Proctor et al; 1995) pero se ha observado que el LPS de Brucella
tiene un mayor efecto. Es un mitégeno de células B con especial preferencia en células By
capaz de producir una respuesta timo-independiente caracterizada principalmente por upa
ligera respuesta de tipo IgM, demostrada en este estudio, también se pudo observar que a
mayor cantidad de LPS en las células mayor es la respuesta de este isotipo, asi, el grupo
infectado experimentalmente con B. melitensis aislada de un brote de campo, produjo la
mayor concentracién de IgM. La respuesta de IgM siempre fue discreta mostrando niveles
menores en comparacidn con las IgG totales.

Los macréfagos vy linfocitos B tienen receptores membranales para LPS-Brucella y estas
bacterias tienen la tendencia de formar rosetas en su superficie. Los principales receptores
descritos en los macrofagos son ¢l CD18 que es capaz de fijar a la bacteria completa, el
CD14 que fija las células de Brucella a las que se les ha unido en su LPS proteinas
plasmaticas fijadoras de lipopolisacarido (PPFLPS) y receptores barredores de LPS libre
(Roitt 1994). El LPS-Brucella es toxico para los macréfagos e induce la liberacion de TNF--
a, IL-1a e IL-6 y se ha reportado que induce mitosis en células de bazo de raton y linfocitos
B (Cherwonogrodzky et al; 1990).
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Winter (1990) observé en e modelo murino que la inmunidad protectiva contra B.
abortus combina los efectos de las inmunoglobulinas y la inmunidad mediada por células.
Esta interaccion requiere del isotipo adecuado y que este sea de alta afinidad. IgG; es
especifico contra la cadena O-LPS de Brucella y de alta afinidad capaz de prevenir la
infeccion con una cepa virulenta. Para los bovinos se menciona que IgG; es el isotipo
dominante y protectivo después de la infeccion (Buttler ef al; 1986), pero investigadores
como Estes ef al (1990), Templenton y Adams (1990) han reportado gue los bovinos.con
resistencia natural contra la brucelosis expresan preferencialmente IgG:; (alotipo Al) como
anti-LPS, ya que IgG; en bovinos se expresa en dos formas alotipicas (Al y AZ).

Kacskovics et al {1995) menciona que en ciertas enfermedades en el ganado bovino se-
expresan en forma preferencial un alotipo de IgG; y este va a diferir en su habilidad para
opsonizar, fijar complemento y activar el mecanismo de citotoxicidad mediado por células
dependientes de anticuerpo (Stites 1996a). Goodman ef af {1996) reportan que en los
humanos la propension de producir subclases de IgG es hereditario. Se ha reportado que la
deficiencia de 1gG; se relaciona con incapacidad de responder a antigenos polisacaridos y
presentacion de infecciones recurrentes (Stites 1996b; Amman 1990).

En cabras IgG; es de alta afinidad contra Q-LPS de Brucella, su vida media es de 15-30
dias y presenta una mayor actividad citofilica en comparacion con IgG; (Micusan y Borduas
1977). Watson (1976) demostrd que IgG; es la subclase predominante involucrada en
fagocitosis y citotoxicidad mediada par células dependientes de anticuerpos en los bovinos y
ovinos. En los humanos IgG, es Iz que presenta esta actividad (Goodman 1996).

La afinidad de IgG, caprina contra el LPS de Brucella se demuestra en el grupo
infectado con cepa de campo de B. melitensis, donde esta subclase de IgG se mostrd como
dominante sobre 1gG a lo largo de todo el experimento. Igualmente los grupos vacunados
con Rev 1 IgG; fue la principal subclase dentro de los 60 dias posvacunacién.

E! grupo vacunado con la cepa rugosa de B. abortus RB51 presentd una respuesta
importante por IgG:, similar a los grupos vacunados con Rev 1, dentro de los 60 dias
posvacunales. Esta respuesta de IgG; no concuerda con la idea de que a mayor cantidad de
LPS mayor respuesta de IgG, si pensamos en RB51 como cepa rugosa y carente de O-LPS,
pero esta cepa tiene la caracteristica de no carecer completamente de su cadena O,
simplemente presenta una reduccién de esta como lo menciona Schurig ef al (1991) y
Stevens (1995), por lo que esta cepa puede presentar ta fraccion o epitopo al cual va
dirigido la respuesta por este isotipo. Lo anterior se apoya en lo descrito por
Cherwonogrodzky ef al (1990) donde menciona la existencia de dos tipos de
inmunoglobulinas anti-LPS de Brucella que difieren en la especificidad del epitopo. Las )
inmunoglobulinas de Tipo 1 que se unen a los epitopos de cuerpo de la cadena O-LPS y las
inmunoglobulinas de Tipo 2 que se unen a los epitopos de los extremos, por lo que la cepa
vacunal de RB51 pudiera solamente estimular la respuesta de inmuncglobulinas de Tipo 1.
La cepa vacunal rugosa mutante por transposicion de B. abortus $2308::Tn5 carece de la
cadena O-LPS y la respuesta por IgG; es minima.

Los datos anteriores y los resultados de este estudio pueden sugerir que existe una
relacion entre ef nivel de IgG; y ia proteccién contra Brucella en las cabras.
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La inmunidad mediada por células es critica en la resistencia de huésped 2 la infeccion
por parasitos intraceluiares, la compleja interaccion de citocinas que controlan la induccién
de la inmunidad mediada por células comprende varios eventos entre los cuales esta la
diferenciacién de linfocitos T en dos subgrupos Thl y Th2. Las células Thl secretan IL-2,
IFN-y y factor de necrosis tumoral f (TNF f) que participan en [a hipersensibilidad de tipo
tardia y en los procesos de inmunidad celular, mientras las células Th2 secretan IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-10 favoreciendo una respuesta por anticuerpos. La produccion de IL-12 por
macrofagos estimulados favorecen la secrecion de IFN-y por células NK y linfocitos T y se
ha observado que estas dos citocinas sinergizan para el control de bacterias intracelutares
mediante la activacion de los macrofagos a un estado microbicida (Locksiey y Scott 1991,
Khan ef al: 1994; Cheers 1997).

Estudios recientes presentados por Cheers (1997) muestran datos interesantes en refacion
a las diferentes citocinas inducidas en la respuesta a bacterias vivas o muertas del genero
Brucella y a las clases de inmunoglobulina formadas contra cada una de ellas. Las Brucelias
vivas favorecen la produccién de interferon-y (IFN-) y este controla la formacion de IgG2a,
también se observd que interleucina 12 (IL-12) es producida solo durante la infeccion con
bacterias vivas. Por otro lado, bacterias muertas estimulan la produccion de IL-4 que
favorece la produccién de IgG1. En este sentido, podemos pensar que cepas de Brucella
capaces de sobrevivir a la fagocitosis, como la cepa de campo, generarin una mayor
respuesta por IgG2, tal como se ha presentado aqui.
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FIGURA 1.~ Purificaci6n de IgGl caprina a partir de calustro
por Cromatografia en DEAE seladuex-A25.
Equilibrio de columna y elucidn del primer pico
fmezcla de IyGl/IgG2)} con Tris-iCl 10 mM pl 8.5.
Elucisdn del segundo pico (IgGl en pico ascendente)
con yradiente de NaCl 0-.5 Mun Tris 10 mM.
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FIGURA 2 .-

Purificaci6n de IgG2 caprina a partir de suero por Cromatografia
en DEAY Sefadex-A25, Bguilibrio de columna y elucifn del primer
pico {IyG2, en pico ascendunte)con Tris-UCl 10 mM pil B.5.
Elucifn del segunda plco {mezcla de IyGl ¢ 1gG2 + protelnas
s6ricas) con .5 M NaCl en Tris 10 wM. La columna se estabiliuzd
nobpzznnw. ’
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rIcurad., -~ Separacibn de la albmina por medio de Cromatografia do
Afinidad con Sefarosa Azul. Equilibrio y elucifn delpri_
mer pico (IgGl & IgG2) con PBS plt 7.4. Elucibn del se--
gundo pico (albtimina) con PB 50 mM 1.5 M NaCl pH 7.4.
Regeneracidn d4uv la columna con Urea 6 M en PRS.
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Figura 4.- Inmunoclectroforesis que muestra la
migracién de las dos subclases de IgG caprina,
71 = IgG,, y2 = IgG,, S= anti-1gG caprina.

» “ +

Figura 5 y 6.- Inmunoelectroforesis dondc se muestra la pureza de los antisueros producidos en conejos
contra las subclases de IgG caprina. Y1 = 1gG,, y2 = 1gG, S1 antisuero-1gG, producido en conejo, S2 =
antisuero-l1gG; producido en conejo.




Figuras 7y 8.-
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Doble difusién co agar, donde sc mucstra la titulacion de los antisucros producidos en

concjos contra las subclascs de 1gG caprina, y1 = IgGy, v2 = IgG,

Figura 9.- Inmuneclectroforesis donde se muestea ia

reaction de los antisueros producidos en conejos contra

difcrentes tipos de inmunoglobulinas. o= IgA, p=IgM,
S1 = amti-1gG,, 52 = anti-13Gs.

DEBE

G LA BIBLIGTECA

We

TESS

ESTS
SALIR

59




Figuras 10 y 11.- Doble difusién en agar que muestrg la identidad de los antisueros producidos en
conejo contra las subclases de IgG caprina en contra de diferentes isotipos de inmunoglobulinas-
caprinas. 71 = IgG,, v2 = IgG, o= IgA, p = IgM, S1 = anti-IgG,, S2 = anti-1gG; .
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Figura 12.- Nivelas de isotipos inducidos por la
vacuna B. mefitensis Rev 1 ruta conjuntival.
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Figura 13.- Niveles de isotipos Inducidos por la
vacuna B, mefitensis Rev 1 dosis reducida
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Figura 15.- Niveles de Isotipos Inducidos porla
vacuna B. abortus $2308::Tn5
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Figura 16.- Niveles de isotipos inducidos por la
Infeccédn Experimental (B. meftensis biovar 3}
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Figura 17.- Niveles de IgG (antidgG) inducidos por
61 las diferentes vacunas
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Figura 18.- Niveles de 1gG {Prot. G) inducides por
las diferentss vacunas
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Figura 20.- Niveles de IgG1 inducidos por las
diferentes vacunas
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Figura 22.- Comparacln de los niveles de IgG1
# 1gG2 inducidos por la vacuna B. melitensis Rev
1 ruta Conjuntival
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Flgura 19.- Niveles de igM inducidos por las

diferantes vacunas
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Figura 21.- Niveles de lgG2 inducidos por las
diferantes vacunas
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Figura 23.- Comparacién de los niveles de IgG1 e
IgG2 Inducidos por ta vacuna B. mefitensis Rev 1
dosis reducida
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Flgura 24.- Comparacién de los niveles de igG1
e }gG2 Inducldas por la vacuna B. abortus RB51
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Figura 26.- Comparacidn de los niveles de IgG1
@ lg02 Inducidos por la Infeccién experimental
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Figura 25.- Comparacién de los niveles de IgG4
# IgG2 inducidos por fa vacuna B. abortus
$2308::Tn3
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Figurs 27.- Nivates da isotipos inducidos por in
vacuna B, sbortus RBSY con LP8r
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Figura 29.- Comparacion de los niveloa de igG1
»lpG2 Inducidos pot ta vacuna de B. abortus
RBS con LPS-R
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Figura 31.-Comp ion de toe nivelss de igG
{antidgG contra Protsina G) inducidos porha
wvacuna B. abortus  32308::Tn5 con LP3r
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Figurs 28.- Comparscién de los niveles de
igG (antligG contra Protelna G) inducidos
por la vacuna B. abortus RBSt con | 9B+

Figum 30.- Nivelss de isotipos inducidos por I
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Figura 39.- Respuesta serolégica en cabras
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Figura 43.- Respuesta Inmune humoral en cabras infectadas






