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RESUMEN

Martinez Chavarria Luary Carolina. Identificacidén molecular de las
cepas vacunales S19 y RB51 de Brucella abortus. (Bajo la direccidén del
M. en C. Rigoberto Hernandez Castro y Dr. Antonio Verdugo Rodriguez)

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa de origen
bacteriano que afecta tanto al humano como a diferentes especies
animales domésticas y silvestres. Esta enfermedad tiene una amplia
distribucién mundial y es enzodtica en México; estd incluida en la
lista B de enfermedades de acuerdo con las disposiciones de la Oficina
Internacional de Epizootias (OIE), gue comprende ‘“enfermedades
transmisibles importantes desde el punto de vista socioecondémico vy
sanitario a nivel nacional y cuyas repercusiones en el comercio
internacional de animales y productos de origen animal son
considerables”. El impacto de esta enfermedad se ve reflejado en tres
areas: salud animal, salud piblica y pérdidas econémicas en el sector
agropecuario.

Debido a 1las serias consecuencias médicas y econdmicas de la
brucelosis, los esfuerzos se dirigen a la prevencidén de la enfermedad
por medio del uso de vacunas. En la década pasada, la vacuna que se
usaba ampliamente en los bovinos, era la cepa vacunal B. abortus S19.
La cepa S19 tiene una delecidn en uno de los genes del operdn ery que
participa en el catabolismo del eritritol. En México, desde 1997, se
aprobé el uso de la vacuna B. abortus RB51. Esta cepa presenta una
secuencia de insercidn (IS) conocida como elemento IS711,
interrumpiendo el gen wboA. La presencia de una delecidén en la cepa
819, asi como del elemento IS711 interrumpiendo el gen wboA en la cepa
RB51, puede evidenciarse facilmente mediante Reaccidédn en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Con base en este hecho se estandarizé un ensayo de
PCR que permite identificar y diferenciar a las cepas S19 y RB51 de
todas las demas especies y biotipos de Brucella.

Esta técnica se utilizdé para la caracterizacidén de 11 cepas de campo
de Brucella abortus procedentes de leche bovina. Las once muestras
dieron un producto de amplificacién de 456 pb con el PCR que
identifica a la cepa vacunal RB51, descartando con ello la presencia
de alguna cepa vacunal RB51 dentro de las cepas de campo. Con la PCR
que identifica a la cepa S19, nueve de las once muestras amplificaron
un producto de 1063 pb, mientras que dos de ellas amplificaron un
producto de 361 pb, lo que significa que estas dos cepas de campo
correspondian a cepas vacunales S19 de B. abortus.

Los resultados obtenidos en este trabajo comprueban que la presencia
de wuna delecidén en la cepa S19, asi como del elemento IS711
interrumpiendo a la cepa RB51, caracteristicas Unicas en ambas cepas,
son evidenciables facilmente mediante la técnica de PCR.

La PCR estandarizada en este trabajo permitidé la caracterizacidén de
cepas de campo de Brucella abortus procedentes de leche bovina. El
hallazgo de cepas vacunales dentro de dichas cepas es de importancia
tanto a nivel epidemiolégico como a nivel oficial, debido a las
implicaciones directas e indirectas que tiene sobre 1la Campafia
Nacional de Control y Erradicacién de la Brucelosis Bovina.



SUMMARY

Summary

Martinez Chavarria Luary Carolina. Molecular identification of vaccine
strains S19 and RB51 of Brucella abortus. (Under the tutoring of M. en
C. Rigoberto Hernandez Castro and Dr. Antonio Verdugo Rodriguez)

Brucellosis is an infectious disease caused by bacteria of the genus
Brucella which affects various domestic and wild life animals, as well
as humans. This disease is of worldwide distribution and still remains
endemic in our country; it is included in the List B of diseases
according with dispositions of the Office International des Epizooties
(OIE), which comprises “transmissible diseases that are considered to
be of socio-economic and/or public health importance within countries
and that are significant in the international trade of animals and
their products”

The significance of brucellosis is seen in three areas: animal heath,
public health and livestock economics due to restrictions applied to
infected animals and their products.

Because of the serious economic and wmedical consequences of
brucellosis, efforts have been made to prevent the infection through
the use of vaccines. Until the past decade, strain 19 (S19) was used
as the vaccine for brucellosis in cattle. Strain S19 carries a
deletion in one of the genes of the ery operon, responsible for the
erythritol catabolic pathway.

Since 1997, B. abortus strain RB51 was officially approved for use as
a vaccine for cattle, replacing S19. This strain has an insertion
sequence named IS711 which interrupts the wboA gen.

Based on the presence of a deletion in strain S19, and an IS711-like
element disrupting strain RB51, we developed a PCR assays that can
identify and distinguish S$19 and RB51 from other Brucella species and
strains.

These assays were used for characterization of 11 field strains of
Brucella abortus isolated from milk of cattle. All strains amplified a
456-bp DNA fragment with the PCR that identifies RB51, discarding the
presence of vaccine strain RBS51 among the field strains. With PCR
that identifies strain S19, nine (9) of eleven (11) strains amplified
a 1063-bp DNA fragment, while two of them were identified as vaccine
strains S19 by amplification of a 361-bp DNA fragment.

These results verify that the deletion in strain S15, as well as the
IS711-1like element in strain RB51, are evident by means of PCR.

The standardized PCR in this work allowed the characterization of B.
abortus field strains isolated from milk of cows. The discovery of
vaccine strains among this isolates is crucial in both epidemiological
and government level, due to their direct and indirect implications on
the National Campaign for Control and Eradication of Bovine
Brucellosis.
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1. INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa de origen
bacteriano que afecta tanto al humano como a diferentes especies
animales domésticas y silvestres. Esta enfermedad tiene una amplia
distribucidén mundial; en México se considera enzodtica. En algunos
paises los programas de control y erradicacién desarrollados, han
permitido su eliminacién total como es el caso de Inglaterra, Noruega,
Suecia, Dinamarca y Finlandia; o bien reducir considerablemente su
incidencia como lo es Japdén, Nueva Zelanda, Australia y Alemania.l'?

La brucelosis esta incluida en 1la 1lista B de enfermedades, de
conformidad con las disposiciones de la Oficina Internacional de
Epizootias (OIE), que comprende “enfermedades transmisibles gque se
consideran importantes desde el punto de vista socioecondmico,
sanitario, o ambos, a nivel nacional y cuyas repercusiones en el
comercio internacional de animales y productos de origen animal son

considerables” .’

1.1 Historia y situacidén actual de la brucelosis

Las primeras descripciones de la brucelosis fueron realizadas en 1751;
posteriormente, durante la Guerra de Crimea, de 1854 a 1856, se
observaron varios casos de fiebres persistentes que eran distintas de
las enfermedades de la época. El mayor nimero de casos se encontrd en
la isla de Malta. Posteriormente la enfermedad fue descrita en otras
dreas del Mediterraneo.?'*

Fue en el afio de 1886 cuando David Bruce aislé por primera vez el
agente etiolégico de la enfermedad, a partir del bazo de un soldado
que murié por la infeccidén, 1llamandolo en esa época, debido a su
morfologia cocoide, Micrococcus melitensis; veinte afios después se
determiné 1la forma de contagio para el humano, gracias a la

aislamiento del agente a partir de la leche y la orina.
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Once afos después del descubrimiento de M. melitensis, Bang aisld el
agente etioldgico del aborto infeccioso, al cual se le da el nombre de
bacilo de Bang; y en 1911 se establece el papel que juegan los bovinos
en la transmisién de la enfermedad, al aislar al bacilo de Bang a
partir de leche de vaca.??!

Teniendo en cuenta las similitudes existentes entre el agente causal
de la fiebre de Malta y del bacilo de Bang con bases morfoldgicas, de
cultivo y bioquimicas, se sugiridé incluir a estas bacterias en el
género Bacterium, que incluia a los microorganismos causantes de
enfermedades intestinales como tifoidea vy disenteria; sin embargo
Meyer y Shaw, en 1920, debido a que pueden causar una diferente
entidad nosolégica, al producir aborto en distintas especies animales,
propusieron incluir estos microorganismos en un nuevo género, para el
cual se eligié el nombre de Brucella en honor a David Bruce.?'’

En 1914, otra especie de Brucella fue aislada por Traum en Estados
Unidos a partir de un feto abortado de cerdo, y se le llamdé B. suis.
Posteriormente, en 1953 Buddle y Boyes en Australia, y Simmons y Hall
en Nueva Zelanda, aislaron B. ovis como causa de epididimitis en los
borregos. En 1957 B. neotomae fue aislada de ratas del desierto por
Stoenner y Lackman en Estados Unidos, y no fue sino hasta 1968 cuando
Carmichael y Bruner en Estados Unidos identificaron a B. canis como
causa de aborto en perros.!:!

En América Latina la 1llegada de 1la enfermedad fue debida a la
introduccién de animales infectados por 1los espafioles durante el
tiempo de 1la colonia. En México, desde 1906, se sospeché de la
presencia de brucelosis al estudiar un caso de fiebre remitente de
donde se intentdé sin éxito, el aislamiento de M. melitensis. Asi se
sucedieron los informes de casos sospechosos de brucelosis, y en 1912

se relacioné la enfermedad con la importacién de cabras murcianas en

1910. En México se aisla por primera vez M. melitensis en 1921, lo que
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trajo consigo varios estudios bacterioldgicos Y serolodgicos.
Posteriores a estos informes se realizaron estudios encaminados a
conocer la distribucidn de la enfermedad en el pais, y se encontré que
los estados mas afectados eran los del centro de la Republica, mismos
en donde la explotacién del ganado caprino es importante.?

Actualmente, la brucelosis es una de las mds importantes enfermedades
bacterianas en México y el mundo. El impacto de esta enfermedad se ve
reflejado en tres A&reas: salud animal, salud pablica vy ﬁérdidas
econdmicas en el sector agropecuario, que resultan de la enfermedad en
el ganado y de las restricciones aplicadas tanto a los animales
infectados como a los productos de éstos. Debido a que la produccién
animal representa una de las principales fuentes de ingresos para
México, la entonces Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo
Rural (SAGAR) , actualmente SAGARPA (Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacidén), credé la Campafia
Nacional para la Erradicacién de la Brucelosis Animal en el afioc de

1995.°

1.2 Brucella spp

De acuerdo a estudios moleculares sobre la unidad 16S ARNr, el género
Brucella pertenece a la subdivisién «-2 de la clase Proteobacteria.’ El
analisis de las secuencias cromosomales de otras especies
pertenecientes a esta clase, permitié la comparacién con el género
Brucella, con lo gque se establecié que este género se encuentra
relacionado a patégenos y simbiontes de plantas tales como Rhizobium y
Agrobacterium, a parasitos intracelulares animales como Bartonella vy
Rickettsia y a bacterias de wvida 1libre vy oportunistas como
Ochrobactrum y Caulobacter.®:?

Los microorganismos pertenecientes al género Brucella, son cocobacilos

Gram negativos, intracelulares facultativos, no méviles, no capsulados
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y no forman esporas. Crecen lentamente en los medios ordinarios; el
crecimiento puede mejorar mediante la adicidén de sangre o suero, Yy en
algunos casos con la suplementacidén de CO;, el cual es esencial para
algunas especies. La temperatura requerida para su crecimiento es de
37°C, y el pH éptimo es de 6.6 a 7.4. Su metabolismo es aerobio; el
crecimiento no se da bajo condiciones estrictas de anaerobiosis. Estos
microorganismos tienen poca o nula accidén fermentativa sobre los
carbohidratos en medios convencionales. Oxidan ciertos aminoacidos,
asi como intermediarios del ciclo de la urea. Son catalasa positivos y
usualmente oxidasa positivos, reducen nitratos e hidrolizan la urea en
diferentes grados. Ademds, no producen hemélisis, no fermentan el
medio TSI, no utilizan el citrato como uUnica fuente de carbono vy
resultan negativos en las pruebas de indol y rojo de metilo.'? La
mayoria posee dos cromosomas, con excepcién de B. suilis biotipo 3, que

° el porcentaje de Guanina+Citosina en el ADN

posee un solo cromosoma;!
es de 58-59%.°

De acuerdo a su preferencia por el hospedero, el género Brucella ha
sido clasificado en seis especies clasicas: B. abortus (bovinos), B.
melitensis (cabras y ovejas), B. suis (cerdo), B. ovis (ovejas), B.

® Brucella abortus ha

canis (perros) y B. neotomae (rata del desierto).
sido clasificada en 7 biotipos, B. suis en 5 biotipos y B. melitensis
en tres biotipos; 1las demads permanecen como especies Unicas. La
diferenciacidén entre especies y biotipos se realiza mediante pruebas
que permitan la caracterizacién fenotipica de antigenos de superficie
(lipopolisacarido) , requerimientos de CO,, produccién de  H,S,
susceptibilidad a fagos, sensibilidad a colorantes (tionina vy

fucsina), produccién de ureasa y propiedades metabdlicas (Tabla 1 vy

2) .
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Tabla 1. Pruebas de diferenciacidn de las especies de de Brucella
Especie Lisis a la DCP | Morfologia | Exigencia | Oxidasa Ureasa Hospedador
por los colonial de suero preferencial
bacteriofagos habitual
Tbh Wb Iz R/C
B. melitensis | - - + - lisa - + + Oveja, cabra
B. abortus + + + - lisa - + + Bovino
Biotipo 1: cerdo
Biotipo 2: liebre
B. suis -+ + - lisa - + + Cerdo
Biotipo 4: reno
Biotipo 5:
roedores silvestres
B. neotomae o lisa - - ¥ Rata del desierto
B. canis - - - 4+ rugosa - - & Perro
B. ovis - - -+ rugosa + - + Ovino

Tabla 2. Pruebas de diferenciacidén de los biotipos de Brucella

Especies Biotipo | CO, | H,S Colorantes Aglutinacion

Tionina Fucsina A M R

\B. melitensis 1 - - + + - + %

2 - - 4 + + = E

3 - - + + + + -

B. abortus 1 +* + - + + - -

2 +* = . - + - -

3 +* + + + + - -

4 +* + - + - + -

5 - - + + “ + =

6 - - + - + s .

9 H- | + + + - + -

B. suis 1 - + + - + = =

2 s = + = + ~ a

3 - - 4 -+ + = =

4 - - + - + + -

5 - - + 3 - + -

|B. neotomae - + - w - - -

|B. ovis “+ - 5 " = 4

|B. canis - - + = = = +

® Positivo para la mayoria de las cepas

En fauna silvestre, la brucelosis ha sido reportada en camellos,
dromedarios, bifalos, bisontes, yaks, ciervos y antilopes.’ En los
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Gltimos afios se han descrito bacterias del género Brucella infectando

a mamiferos marinos.!!12.13

Dichos aislamientos comprenden al menos dos
grupos de acuerdo a la preferencia por el hospedador: cetaceos
(delfines, marsopas y ballenas) y pinnipedos (focas y lobos marinos).
Estudios moleculares han demostrado gue dichos aislamientos difieren
de los encontrados en los animales terrestres y entre ellos pueden ser
diferenciados de acuerdo a caracteristicas fenotipicas y metabdlicas
como requerimientos de CO,, crecimiento primario en medic Farrell vy
actividad metabdlica sobre la galactosa. Con base en sus
caracteristicas fenotipicas y moleculares, se ha aceptado la inclusién
de dichos aislamientos dentro del género Brucella, para los que se han
propuesto dos nuevas especies: B. cetaceae y B. pinnipediae.’r!%:15:16.%7
Los estudios de hibridacidén de ADN-ADN han revelado un alto grado de
similitud (mas del 90%) entre las seis especies reconocidas de
Brucella y los recientes aislamientos en mamiferos marinos.'® 1?2021 13
validez taxondmica de este hecho ha sido aceptada, pero la nueva
nomenclatura propuesta, en la que Brucella constituiria un género
monoespecifico con B. melitensis como Unica especie y las restantes
como biotipos de ésta, se ha encontrado con oposiciones en el campo
practico.?

En México, han sido aisladas cinco de las seis especies identificadas.
Entre éstas se encuentran B. melitensis biotipo 1-3; B. abortus
biotipos 1, 2, 4-6; B. suis biotipo 1, B. canis y B. ovis. Algunos de
estos aislamientos se han realizado en hospedadores no tradicionales,
por lo gque parece que el contacte de un animal con otro, ayuda a
diseminar la enfermedad.?*?

La_brucelosis es ademds una zoonosis muy importante, ya que algunas
especies de Brucella pueden ser transmitidas al humano y causar una

enfermedad (B. abortus: fiebre ondulante o B. melitensis: fiebre de

Malta), que puede <clasificarse como aguda (menos de 8 semanas),
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subaguda (de 8 a 52 semanas), o crénica (mds de 1 afio). La infeccidn
puede adquirirse por via conjuntival, por aerosoles o a través de piel
lesionada, pero el consumo de leche c¢ruda y productos derivados
constituye la principal fuente de transmisién. Los sintomas de la
brucelosis humana son inespecificos; la mayoria de los pacientes
presentan fiebre, debilidad, anorexia, dolor de cabeza y artralgia.
Esta enfermedad puede afectar varios sistemas, en los gue produce
diversos signos y sintomas, tales como artritis, espondilitis,
osteomielitis, meningoencefalitis, endocarditis, abscesos hepaticos vy
esplénicos, orquitis y neumonia.?*?" El diagndstico requiere el
aislamiento del microorganismo a partir de sangre o tejidos
corporales, asi como la serologia y manifestaciones clinicas. Entre
los antibidéticos utilizados para el tratamiento de la enfermedad se
encuentran las tetraciclinas, doxiciclina, rifampicina, estreptomicina
y sulfas-trimetoprim.??

México produce entre 9000 y 10000 millones de litros de leche de vaca
al afio. De este volumen, el 35% es consumido como quesos y leche sin
pasteurizar. De los 120 millones de 1litros de leche de cabra
producida, casi el B85% es consumido como guesos sin pasteurizar, que
no cuentan con vigilancia sanitaria. En los dltimos afios se reporta un
promedio de 3500 casos anuales de brucelosis en humanos; casi 20
muertes al afio se relacionan directamente con la brucelosis. La
prevalencia es mayor en las mujeres que en los hombres, principalmente
entre los 25 y 64 afios de edad, y se encuentra presente tanto en Aareas
rurales como urbanas.??

Brucella abortus, B. melitensis y B. suis constituyen las principales
especies patdgenas para el ser humano. En México, del total de los
casos anuales, el 93% de los humanos son infectados con B. melitensis
de origen caprino, 5% con B. melitensis de origen bovino, 1.5% con B.

abortus de origen bovino y 0.5% con B. suis de origen bovino.?®
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La brucelosis animal se encuentra ampliamente difundida en diferentes
regiones del pais. El1 Programa Nacional de Erradicacidén ha detectado
hatos positivos con diferentes niveles de prevalencia en casi todos
los Estados de la Repiiblica. Los estados de Chihuahua, Hidalgo vy
Guanajuato, tienen la mas alta prevalencia en hatos bovinos, mientras
que los estados de Coahuila, Chihuahua, Jalisco y Zacatecas la tienen

en rebafios de caprinos.??

1.3 Brucelosis bovina

La brucelosis en el ganado bovino es causada casi exclusivamente por
B. abortus; existen algunas areas en donde la co-existencia del ganado
con los ©pequefios rumiantes (cabras principalmente) facilita la
infeccién del ganado con B. melitensis. Brucella suis rara vez causa

infeccién en el ganado.’'??

1.3.1. Brucella abortus

Los microorganismos pertenecientes a esta especie de Brucella son
catalasa Yy oxidasa positivos y generalmente requieren la
suplementacién con CO, para su crecimiento, especialmente en el
aislamiento primario. Producen sulfuro de hidrégeno a partir de
proteinas o aminodcidos. Generalmente crecen en presencia de
concentraciones estandar de colorantes como fucsina béasica,
metilvioleta, pironina y safranina O, pero no en presencia de tionina.
Reducen los nitratos a nitritos e incluso pueden reducir los nitritos
también. Dentro de los aminodcidos que pueden oxidar se encuentra la
L-alanina, D-alanina, L-asparagina, L-acido glutédmico, D-galactosa, D-
glucosa, D-ribosa y el isoeritritol; no pueden oxidar la D-xilosa, L-

arginina, DL-citrulina, DL-ornitina o L-lisina.l
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1.3.2. Patogenia, signos y lesiones de la brucelosis bovina

La infeccién se produce principalmente por ingestidén del organismo,
pero puede producirse a través de la vagina, la conjuntiva y la piel
lesionada. Puede producirse infecciédn durante el coito, pero es poco
frecuente. La 1ingestién del microorganismo es favorecida por la
contaminacién del alimento, de los pastos o de los fomites, por
liquidos placentarios infecciosos, por tejidos, por fetos o por leche.
Los bovinos jévenes pueden ser infectados por las vias habituales,
incluyendo la ingestién de leche. El organismo puede persistir en
determinados productos animales y en el ambiente durante periodos
prolongados bajo circunstancias favorables, como humedad y temperatura
bajas.3:26:27
Cualquiera que sea la via de infeccién, el desarrollo y el
establecimiento de 1la misma dependerdan de la edad y del estado
reproductivo del animal, de su resistencia inherente y la dosis vy
virulencia de la cepa infectante. Una vez establecida la infeccién en
animales sexualmente maduros, y especialmente en hembras, tiende a
persistir indefinidamente.?®

Una vez gue ocurre la penetracién de las mucosas, el organismo se
dirige a los nodos 1linfaticos regionales y en ellos se multiplica,
ocasionando una linfadenitis aguda.’® La infeccién puede ser vencida por
éstos, pero si se establece, suele difundirse durante la fase de
linfadenitis regional aguda. La difusién es principalmente hematégena
y la bacteremia puede persistir por varios meses, dependiendo de la
susceptibilidad o 1la resistencia del hospedador. A medida que la
infeccidén se torna croénica, la bacteremia se hace intermitente, en
algunos animales cesa y en un 5 a 10% de los animales, recurre
irregularmente por lo menos durante dos afios.

La infeccién se restringe basicamente al bazo, glandula mamaria,

linfonodos regionales y d1dtero gestante en la hembra; y tejido
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linfoide, testiculos y glandulas accesorias en el macho; tales
localizaciones se producen durante las fases bacterémicas iniciales.
La enfermedad usualmente se presenta sin signos en las hembras no
gestantes; los machos adultos pueden desarrollar orquitis.2?%?’

Una manifestacién comin de la brucelosis, son los higromas, usualmente
involucrando la articulaciones de la pierna, y pueden ser el unico
indicador obvio de la infeccidn; los fluidos del higroma
frecuentemente se encuentran infectados con Brucella.’

La infeccién del utero gestante, especialmente en la segunda mitad de
la gestacidén, resulta en una placentitis progresiva que implica al
corion, seguida de una endometritis y de la infeccidon de la placenta
CEEFL, R

Diversos estudios han tratado de explicar los mecanismos por medio de
los cuales B. abortus causa aborto en el ganado. Es reconocida la
preferencia gque presenta esta bacteria por los tejidos placentarios, vy
mucho se ha discutido sobre el papel del eritritol en este particular
tropismo, al ser dicho azlGcar un constituyente normal de los fluidos
fetales y una fuente de carbono y energia para la bacteria.?’®

La entrada inicial de B. abortus a la placenta ocurre en los
trofoblastos eritrofagociticos de los placentomas. Los trofoblastos
corioalantoideos adyacentes son infectados también, permitiendo asi la
diseminacion de la Dbacteria hacia las células de la membrana
corioalantoidea, provocando su ulceraciédn % ruptura, con la
consecuente reaccién inflamatoria.®®

La obstaculizacién del aporte sanguineo al feto, los efectos
endotbéxicos sobre é1, y la infeccién, son factores que coadyuvan en la
subsiguiente pérdida de viabilidad del feto y en el aborto. La mayoria
de los abortos ocurren desde los 5 meses de gestacidén hasta cerca del

término de la misma.

12



INTRODUCCION

————
La lesidén fetal importante es la neumonia, presente en algin grado en
casi todos los casos de abortos. Los pulmones pueden parecer normales
al examen macroscopico, pero el examen histoldégico revela la presencia
de focos de bronquitis y bronconeumonia. Las lesiones vasculares en el
feto son variables, incluyendo arteritis necrotizante, especialmente
de los vasos pulmonares, Aareas focales de necrosis y granulomas con
formacién de células gigantes en los 1linfonodos, higado, bazo vy
rifién. %

La severidad de las lesiones uterinas es sumamente variable, y esto se
refleja en parte, en el curso de la infeccién local. Si la lesidén es
severa, probablemente resulte en aborto o parto prematuro y si la
lesién es menos severa, el ternero nace a término y puede o no ser
viable.

La apariencia externa de un ltero gestante infectado es normal. En las
infecciones iniciales el endometrio estd relativamente ileso; mas
tarde hay endometritis severa. Las lesiones placentarias no son
uniformes; los cotiledones pueden aparecer necrdticos y con exudado en
diferentes grados. El estroma placentario contiene numerosos
leucocitos, principalmente mononucleares y algunos neutréfilos. Las
células epiteliales <coridnicas presentan abundante cantidad de
bacterias y muchas de ellas se descaman.Z®

La brucelosis puede ser causa de infertilidad y el retorno al
servicio. Incluso cuando no se presenta aborto, la excrecién del
microorganismo ocurre profusamente por medio de la placenta, descargas
vaginales y fluidos fetales. Gestaciones subsecuentes usualmente son
llevadas a término, pero la infeccién uterina y mamaria es recurrente,

con nimeros menores de organismos excretados.?®:?’
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1.3.3. Factores de virulencia

El conocer la interaccidén hospedero-parédsito es de vital importancia,
por lo que se hace necesario el estudiar los mecanismos de virulencia
de la bacteria en relacidén a sus hospederos, para asi poder establecer
las estrategias mas adecuadas para el diagnéstico y control.

A diferencia de otras bacterias patdgenas, en el género Brucella no
han sido descritos factores clasicos de wvirulencia, tales como
exotoxinas, citolisinas, céapsulas, fimbria, flagelos, pléasmidos, fagos
lisogénicos, formas resistentes, variacién antigénica, o inductores
apoptéticos. Los verdaderos factores de wvirulencia de Brucella son
aquellas moléculas gque le permiten invadir, resistir la muerte
intracelular Y alcanzar su nicho replicativo en fagocitos
profesionales y no profesionales.?®

La habilidad de Brucella para sobrevivir dentro de 1las células
fagociticas y no fagociticas es de origen multifactorial, y hasta
ahora, ningin factor ha sido demostrado como el Unico responsable de
la virulencia de Brucella.?

Una vez gue Brucella invade la mucosa, entra en contacto con las
células fagociticas, y es internada por éstas. El modo por el que se
lleva a cabo este evento en los fagocitos profesionales, parece
influir en el destino de la bacteria dentro de los compartimentos
intracelulares. En las células M, los neutréfilos y los macréfagos, la
internacidén de Brucella se realiza mediante fagocitosis tipo zipper.
En el caso de los fagocitos no profesionales se ha demostrado la
participacién del citoesqueleto de actina y microtidbulos para la
ingestidén de la bacteria. Ademds, para la internacidén en estas células
se requiere de la activacién de GTPasas de la subfamilia Rho, tales
como Rho, Rac y Cdc42, que actidan como reguladores del citoesqueleto.?’
Otro factor que se encuentra implicado en la internacién de Brucella

en fagocitos profesionales y no profesionales, es el sistema de dos
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componentes BvrR-BvrS. Este parece estar involucrado en la homeostasis
funcional y estructural de la membrana externa. Cepas mutantes que
carecen de este sistema son avirulentas en ratén, son mas susceptibles
a cationes bactericidas y surfactantes, pierden la capacidad de evitar
la fusién lisosomal y son deficientes en varias proteinas de la
membrana externa, principalmente Omp25 (ahora Omp3a) y Omp3b.*' Ademas
son incapaces de activar directamente GTPasas como Cdc42 vy en
consecuencia, incompetentes para invadir a las células, indicando que
este sistema controla la expresién de determinantes moleculares
necesarios para la invasién.??33:3

La internacidén y el trafico intracelular son dos eventos
independientes durante la infeccién de Brucella. Sélo unas cuantas de
las bacterias que fueron internadas son capaces de evitar la fusidn
lisosomal y redirigir su trafico intracelular hacia su nicho
replicativo final en el reticulo endoplasmico; este proceso no muestra
diferencias entre los fagocitos profesionales y no profesionales.?®

En las primeras etapas del trafico intracelular, Brucella requiere de
la activacién de GTPasas Rab, asi como la acidificacién del medio.??3¢
Este hecho puede ser necesario para la activacién de genes de
virulencia tales como el operdn virB, que codifica para el sistema de
secrecidén tipo IV presente en Brucella.?’-3%3°

El sistema de secrecién tipo IV regula el trafico intracelular de
Brucella desde el fagosoma hacia su nicho replicativo y aunque no se
conoce el mecanismo exacto por el cual este sistema controla dichos
eventos, se cree gue exporta moléculas capaces de modular la
biosintesis del nicho replicativo de Brucella.?®* El sistema VirB es
activado durante las primeras horas después de la internacién de

Brucella. Este sistema participa en los eventos tardios del trafico

intracelular, y se encuentra implicado en la maduracién del
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autofagosoma de Brucella. Posteriormente, su expresién disminuye, lo
que corresponde a la replicacién dentro del nicho.**

Recientemente se pensaba que el nicho replicativo de Brucella
correspondia al reticulo endoplasmico; esta hipotesis fue sostenida
por el hecho de que este compartimiento es co-localizado con
marcadores especificos para el reticulo endopléasmico, tales como
calnexina, sec6lb y PDI. Sin embargo, el analisis de los genes de
virulencia necesarios para la replicacidén de Brucella, demostrd que el
nicho replicativo carece de aminocacidos o bases nucleotidicas, y que
es por tanto, un compartimiento aislado. Ademas se ha observado que la
infeccion de las ceélulas con Brucella no afecta el trafico de
proteinas, lo que sugiere la separacién entre el reticulo endoplasmico
funcional y el nicho replicativo de Brucella. Se ha propuesto que la
bacteria wutiliza la membrana del reticulo endoplasmico para la
construccién del nicho replicativo, lo que justificaria la presencia
de marcadores que no definen realmente su funcién.‘’

Dentro de los factores estructurales de Brucella que contribuyen a su
virulencia, se encuentra el lipopolisacarido (LPS) y las proteinas de
la membrana externa (OMP). Se ha comprobado que el LPS de Brucella es
importante para la sobrevivencia intracelular, y por lo tanto para su
virulencia, debido a que las cepas que han perdido la cadena 0O del
LPS, nombradas mutantes rugosas, son menos virulentas que aquellas
cepas con morfologia colonial lisa, que tienen completa la cadena O
de polisacaridos como parte de su LPS.*

La actividad Dbiolégica del LPS de Brucella es cualitativa vy
cuantitativamente diferente a aquélla del LPS de otras bacterias Gram

42,43

negativas. Asi, en el modelo murino el LPS de Brucella no es

pirdgeno, no activa el complemento a ningun nivel y se comporta como

un mitégeno muy débil para las células B. ‘44
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Diferentes grupos de proteinas de membrana externa (OMP) se han
descrito en Brucella spp. Los dos principales grupos de OMP de B.
abortus fueron identificados mediante la extraccidén de la envoltura
celular con detergentes y fueron designados como grupo 2 o porinas
(36-38 kDa) y grupo 3 (25-27 kDa) .Y’

Los genes que codifican para las proteinas del grupo 2 fueron
identificados en la década de los 80s; se encuentran en el locus omp2
gue consiste de 2 genes, ompZ2a y ompZb, los cuales comparten un grado
de identidad mayor al 85%. Sin embargo, s6lo se ha demostrado la
expresién de omp2b.*®

En la década de los 90's, se identificaron dos genes que codificaban
para las OMP del grupo 3 y fueron nombrados omp25 (actualmente omp3a)
y omp3l.

El papel hipotético de las OMP en la virulencia, puede inferirse de su
capacidad para generar una respuesta inmune protectora dirigida contra
ellas. Sin embargo, los anticuerpcs monoclonales para ellas son menos
eficaces contra la infeccidén con B. abortus, gue aquellos anticuerpos
dirigidos contra el LPS.*®

La eliminacién de organismos extracelulares por las células
fagociticas depénde de la capacidad de estas células para convertir el
oxigeno en metabolitos microbicidas, incluyendo intermediarios téxicos
de oxigeno tales como el anion superdéxido (0;-) y el perdxido de
hidrégeno (H,0;). Las bacterias aerdbicas contienen enzimas protectoras
encargadas de detoxificar esos compuestos, tales como superdxido
dismutasa (soD) , glutation sintetasa, catalasas y glutation
reductasa.*?

La enzima superdxido dismutasa (SOD) protege a la célula de los
efectos téxicos de los radicales superdéxido convirtiéndolos en
perdxido de hidrdgeno y agua. En B. abortus, se han descrito dos tipos

de SOD: una SOD Cu/Zn y una SOD Mn.®°
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La enzima catalasa forma parte también del sistema antioxidante de la
bacteria y protege a Brucella de los intermediarios téxicos de oxigeno
liberados por los macréfagos durante la  fagocitosis.®'*? La
localizacién periplasmica de esta enzima en B. abortus hace suponer
gque protege a la Dbacteria del perdéxido de hidrégeno exdgeno,
convirtiéndolo en agua y oxigeno *!

La enzima RecA esta involucrada en varias funciones del metabolismo
del ADN, incluyendo la recombinacién entre fragmentos homélogos de ADN
y la reparacidén de ADN dafiado. Los rearreglos genéticos mediados por
esta enzima pueden incrementar 1la virulencia de wun patégeno o
capacitarlo para evadir las defensas del hospedador, especialmente en
un medio en el que hay dafio en el ADN, como el que existe dentro de
los macréfagos durante el estallido oxidativo.*!

La enzima purE es necesaria para que Brucella produzca purinas
necesarias para su crecimiento y replicacién dentro de los macréfagos.
La secrecidén de enzimas lisosomales por los macréfagos es inhibida por
nucledétidos de adenina convertibles a adenosina. B. abortus expresa
componentes nucleotidicos que inhiben 1la 1liberacién de granulos
primarios y mieloperoxidasa por los leucocitos polimorfonucleares.®
HtrA funciona como proteina de respuesta al estrés; los patégenos
intracelulares facultativos, como B. abortus, generalmente expresan
altos niveles de este tipo de proteinas cuando crecen en el medio
intracelular. Las proteinas de respuesta al estrés Jjuegan un
importante papel en la adaptacidén fisioldgica de la bacteria hacia el
medio hostil que encuentra dentro del fagosoma del hospedador. HtrA
degrada péptidos anormales generados durante el estallido oxidativo,
con lo que impide gque éstos se acumulen a niveles téxicos en el

periplasma de la bacteria.??:%1.54.55
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Desde 1950, se demostrdé que el eritritol, era el unico azicar gque
soportaba el crecimiento de todas las cepas analizadas de Brucella y
pertenecientes a la especie de B. abortus, B. melitensis y B. suis.

La habilidad de catabolizar el eritritol es casi universal en el
género Brucella. La cepa vacunal S19 de B. abortus ha perdido la
capacidad de utilizar el eritritol, y es la tunica cepa de Brucella que
es inhibida por la presencia de eritritol (lmg/ml) en el medio.®®

El eritritol se encuentra presente en la placenta de bovinos,
borregos, cabras y cerdos, pero se encuentra ausente en la placenta de
humanos y en minimas cantidades en la placenta de roedores en
general.®’

Existe gran controversia debido a la posible relacidén entre el uso del
eritritol y la wvirulencia de Brucella. Un argumento gque apoya este
hecho es su sintesis en los tejidos donde Brucella es encontrada en
altas concentraciones: placenta, vesicula seminal y testiculos.

Los argumentos en contra son: (i) la predominante proliferacién de
brucelas que no oxidan el eritritol (B. ovis) o que incluso son
inhibidas por él1 (S19), en la placenta de rumiantes, (ii) aunque bajas
concentraciones de este azlcar son encontradas en la placenta de
roedores, B. abortus se localiza especialmente en estos tejidos; y

(iii) el eritritol no estad presente en los macréfagos.®!

1.3.4. Diagnéstico

La brucelosis en animales ha sido un tema de actividad tanto para
clinicos, como para médicos oficiales responsables de las campahas e
investigadores que tratan de mejorar las técnicas ya existentes que
permitan adecuarse a los métodos de campafia especificos en cada
regién. Asi, la estandarizacién de los métodos de aislamiento e

identificacién ha sido descrita en diversos manuales internacionales.
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Aislamiento

La brucelosis puede ser diagnosticada por medio del aislamiento del
microorganismo y su posterior analisis bacteriolédégico. Dependiendo del
nimero de <caracteristicas fenotipicas analizadas, los organismos
pueden ser identificados como género, especie, biotipo y algunas veces
cepa, particularmente en el caso de las cepas vacunales.®®

Los cultivos realizados para obtener el aislamiento, se pueden hacer a
partir de la placenta, descargas vaginales, tejidos fetales o
contenido abomasal, leche o calostro y de tejidos colectados en el
estudio postmortem, como glandula mamaria, Gtero, linfonodos,
testiculos, epididimo y glandulas accesorias. Existen diversos medios
que son adecuados para esto, tales como el agar dextrosa suero (SDA),
el agar tripticasa soya (TSA) y el agar sangre; éstos pueden ser
suplementados con bacitracina, polimixina B y vancomicina.’

Brucella produce colonias de 0.5 a 1 mm de diametro, convexas, de
borde entero, después de 72 h de incubacién a 37°C. Bajo la 1luz
directa, las colonias con morfologia lisa son brillantes,
amarillentas, pero bajo el reflejo de la luz son gris azuladas vy
ligeramente opalescentes; las colonias rugosas son similares en cuanto
a tamafio y forma, pero son menos transparentes y aparecen de color
blanco o amarillento bajo el reflejo de la luz.??

Para aquellos aislamientos sospechosos se debe realizar una tincién de
Gram o de Stamp; si se observan organismos que presenten la morfologia
de Brucella, se realiza la tincién con cristal violeta (las colonias
rugosas se tifien de rojo) y la aglutinacidén con acriflavina (sélo las
colenias rugosas aglutinan). De acuerdo a 1la morfologia de las
colonias, se prueban con antisueros especificos para cepas lisas o
para rugosas, segiin sea el caso.??

La identificacidén adicional se realiza mediante pruebas metabélicas o

susceptibilidad a los fagos Th, Wb, Iz y R/C.? La identificacién de
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biotipos se hace con base en el crecimiento a diferentes
concentraciones de colorantes (tionina y fucsina béasica), produccién
de H,S, requerimientos de CO; y aglutinacién con antisueros
especificos.’?

Para identificar las cepas vacunales B. abortus S18 y B. abortus RB51,
se realizan pruebas adicionales.? En el primer caso, la pérdida de
requerimientos de CO,, la inhibicién del crecimiento con
benzilpenicilina, tionina azul y eritritol, aprovechamiento de
glutamato y baja virulencia residual en cuyes, son caracteristicas que
permiten diferenciar a la cepa S$19.%°° Para el caso de la cepa RBS51,
las caracteristicas que se toman en cuenta son: morfologia rugosa
(tincién con cristal violeta y aglutinacidén con acriflavina), la
resistencia al <crecimiento en presencia de rifampicina, y la
incapacidad para producir cadena O de polisacaridos.

El aislamiento e identificacidén a partir de muestras clinicas ha sido
la prueba de oro durante mucho tiempo debido a que es confiable y
definitivo. Pero aln asi, todo este proceso también tiene desventajas.
Primero, la duracién desde que se obtiene la muestra clinica hasta la
identificacidén es de dos semanas, tiempo que puede ser crucial para el
ganadero, procesador de alimentos o paciente enfermo. Segundo, las
pruebas son complejas y deben realizarse por personal capacitado en un
laboratorio autorizado. Algunas de las caracteristicas son subjetivas,
Y requieren por tanto la experiencia del personal que las realiza.
Tercero, la naturaleza zoondtica de Brucella es un riesgo potencial
para el personal del laboratorio, quien debe manipular al agente
infeccioso durante las pruebas. Finalmente, los resultados no siempre
son definitivos. Debido al gran nimero de caracteristicas analizadas y
a las pequefias diferencias entre algunas especies y biotipos, una
mutacién menor puede dar como resultado datos conflictivos y complicar

la interpretacién.®®
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Serologia

Desde 1897 se ha desarrollado un namero considerable de pruebas
serolégicas, y es de esta manera como se lleva a cabo el diagnéstico
oficial de la brucelosis. Ninguna prueba es apropiada para todos vy
cada uno de los casos. Se debe tomar en consideracidén todos los
factores que puedan influir en el método y en los resultados de las
pruebas para una buena interpretacién diagnéstica y su posterior
aplicacién.?

Ante una infeccidn con B. abortus en el ganado se presenta una
respuesta temprana de anticuerpos del tipo IgM en el hospedador, hecho
que depende de la ruta de exposicidén, la cantidad de bacterias y el
estado de salud del animal. La respuesta por IgM es seguida casi
inmediatamente por la produccién de anticuerpos IgGl y mas tarde por
pequefias cantidades de anticuerpos IgG2 e IgA.

El tipo de respuesta que se da en caso de reacciones cruzadas, es
principalmente del tipo 1IgM, por tanto, dicha respuesta no es
deseable. Puesto que la IgG2 y la IgA se acumulan después de la
exposicién y usualmente se encuentran presentes en cantidades
pequefas, el principal isotipo a medir en las pruebas seroldgicas es
la IgGl. Por lo tanto, aquellas pruebas que midan predominantemente a
la IgG son las de mayor utilidad diagnéstica.®’

En México, el diagndstico obligatorio de la Campafia incluye pruebas
serolégicas oficiales: rosa de bengala y rivanol, como pruebas
primarias; fijacidén del complemento como prueba complementaria Yy
confirmatoria; y la prueba de anillo en leche o anillo de Bang como
prueba de vigilancia epidemiolégica.®

Asimismo se ha descrito una gran variedad de pruebas que ayudan a
resolver de una forma méds rapida y precisa el diagnéstico de la
brucelosis, como la ELISA indirecta, ELISA competitiva, y la

fluorescencia polarizada. '%:¢°
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Técnicas moleculares

La microbiologia molecular no ha estado ausente en el importante rubro
del diagnéstico, habiéndose desarrollado diferentes oligonucledtidos
para ser usados en la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) y asi
identificar y diferenciar a las especies de Brucella.

La PCR es un método altamente sensible, muy especifico, poco costoso
y facilmente adaptable para cumplir con altas demandas.®! Desde que fue
introducido en 1987 se han hecho excelentes progresos en el desarrollo
de numerosos ensayos para la identificacién de Brucella. Los primerocs
ensayos fueron disefiados para explotar un locus dudnico gque era
altamente conservado en Brucella, como el gen BCSP31 o el operdén 16S5-
23S ARNr.®*'%? Estos ensayos son ttiles cuando una PCR género especifica
es suficiente, en los que la identificacidén de especies o biotipos no
es critica, como es el caso del diagnéstico de brucelosis humana o la

8 pPor otro lado se han

deteccién del microorganismo en alimentos.®
desarrollado numerosas PCR’'’s para diferenciar entre especies y
biotipos de Brucella. Estos ensayos son dirigidos hacia locus
variables entre especies y biotipos. Mientras que se han encontrado
deleciones o rearreglos dentro de algunas especies o biotipos, la
mayoria de las diferencias consisten en polimorfismos de nucleétidos
simples; son muy raras las regiones hipervariables entre especies y
biotipos.

Los ensayos que diferencian entre especies o biotipos son
particularmente dtiles para la vigilancia epidemiolégica o para
aquellos programas de erradicacidn especie-especificos.
Estratégicamente, los intentos para desarrollar pruebas de PCR cada
vez mds especificas han ido dirigidos hacia tres vias:

(1) ensayos disefiados con oligonucledétidos altamente especificos bajo

condiciones estrictas. Los oligonucledtidos amplifican secuencias

cepa-especificas o regiones hipervariables del ADN. La ventaja de este
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método es que se utilizan oligonucleétidos especificos, de 20 a 25 pb
y que permiten el uso de condiciones estrictas en el ensayo, lo cual
reduce el riesgo de reacciones falsas positivas. S5in embargo, la
principal desventaja que presentan es gque se requiere informacién
substancial de las secuencias del ADN, y en el caso de Brucella las
divergencias son dificiles de encontrar.

Ejemplo de este método es la AMOS-PCR, llamada asi por las especies
que es capaz de identificar y diferenciar (abortus, melitensis, ovis y
suis), que explota el hecho de que muchas especies presentan al menos
una secuencia de insercién IS711 con localizacién cromosomal tnica.%*
65, 66,67

(2) ensayos disefiados con oligonucleétidos semiespecificos

En estos se explotan secuencias repetidas de ADN gque son muy similares
pero no idénticas. Debido a que los iniciadores no son perfectamente
homélogos, se deben emplear condiciones moderadamente permisivas para
maximizar la hibridacidén hacia la secuencia blanco. Esto a su vez
aumenta la incidencia de amplificaciones errdéneas o parciales,
resultando en un nimero variable de amplicones.

ERIC-PCR (enterobacterial repetitive intergenic consensus) y REP-PCR
(repetitive extragenic palindromic) son dos buenos ejemplos de PCR en
los gque se wusan oligonucledtidos semiespecificos. Estos ensayos
amplifican pequefias secuencias repetidas de ADN (aproximadamente de 35
a 125 pb) que se encuentran dispersas en el cromosoma (s) de muchas
bacterias.

(3) ensayos basados en la amplificacién con oligonucledtidos al azar
Una desventaja de emplear oligonucledétidos altamente especificos es la
necesidad de conocer bien la secuencia de ADN que se busca. Para
evitar esto se crearon la AP-PCR (Arbitrary primed PCR) y la RAPD-PCR
(Random amplified polymorphic DNA PCR) .8 Estas emplean

oligonucleétidos cortos, disefiados arbitrariamente, que se alinean a
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secuencias de ADN bajo condiciones muy permisivas, lo que permite la
hibridacién al azar de secuencias parcialmente homélogas. Al ser
pequenos los iniciadores, la hibridacidén que se presenta es débil, por
lo que pequefios cambios en las condiciones del ensayo pueden influir
facilmente en la eficiencia del alineamiento Y alterar
significativamente los resultados.

Varios laboratorios han desarrollado métodos para el andlisis directo

9.70,71,72,73,74 Estos

de las muestras clinicas: tejidos, semen y sangre.®
ensayos tienen la ventaja de que 1los resultados pueden ser
determinados inmediatamente. La tecnologia de la PCR también ha sido
aplicada a la deteccidén de Brucella en alimentos como la leche ¥y

75,76,77

queso por medic de PCR género especificas, asi como al

diagnéstico de la brucelosis en humanos a partir de muestras de sangre

periférica. 7% 7780

1.3.5. Control y Prevencidn

En México se expididé en 1995 la Norma Oficial Mexicana NOM-041-Z00-
1995 denominada Campafia Nacional contra la brucelosis en los animales,®
gue tiene como objetivo establecer los procedimientos, actividades,
criterios, estrategias y técnicas para el —control y eventual
erradicacién de la brucelosis en las especies susceptibles en todo el
territorio nacional.

La Campafia reconoce el <concepto de regionalizacién, pudiendo
establecer, previo cumplimiento a los requisitos establecidos, zonas
de control, erradicacién y libres en el ambito municipal, estatal,
regional y nacional, lo que favorece el avance paulatino y constante
de la campafia en diferentes regiones del pais.

Las estrategias de la campafia son basicamente dos: la constatacién de
hatos y 1la vacunacién. La primera tiene como objetivo final el

establecimiento de hatos libres, a través del muestreo y la
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eliminacién de animales reactores. Para llevar a cabo estas acciones
se reconocen tres fases o zonas: control, erradicacidén y libre de
brucelosis.

La NOM también incluye la propuesta de monitorear en rastros vy
mataderos animales que, independientemente de sus antecedentes de
muestreo en campafia, sean sujetos de muestreo al momento del
sacrificio para, en su caso, iniciar las acciones de seguimiento e
investigacién epidemioldégicos correspondientes.

Para llevar a cabo todas estas acciones la SAGARPA tiene instrumentado
un esquema de aprobacién de Médicos Veterinarios en ejercicio libre,
para que desarrollen actividades de campafia y apliquen esta
normatividad.

Para el diagnédstico de la brucelosis bovina se utilizan las pruebas
seroldégicas primarias y confirmatorias antes mencionadas y para la
vacunacién se cuenta con la vacuna oficial RB51 de B. abortus.
Asimismo se propone el uso cotidiano de la prueba de anillo en leche
para la vigilancia epidemiolégica de 1la enfermedad en zonas de
recoleccidén lechera o cuencas productoras.

Debido a 1las serias consecuencias médicas y econdmicas de la
brucelosis, los esfuerzos se dirigen a la prevencién de la enfermedad
por medio del uso de vacunas.

En la década pasada, se usaba en los bovinos la cepa vacunal B.
abortus S19. Fue descrita en 1930 y aislada originalmente a partir de
la leche de una vaca Jersey como cepa virulenta en 1923, pero después
de mantenerle a temperatura ambiente durante un afio, llegd a ser

! Esta vacuna fue usada desde 1942 en México, pero no fue

atenuada.®
sino hasta la época de 1970 que su uso llegd a ser obligatorio.??
La presencia de cadena O en el lipopolisacarido (LPS) de esta cepa,

explica la aparicidén y persistencia de anticuerpos en el suero de los

animales wvacunados. Estos anticuerpos son detectados en las pruebas
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seroldgicas usadas para el diagndstico de la brucelosis y son uno de
los principales inconvenientes para el uso de esta vacuna, puesto que
hacen imposible distinguir animales infectados con cepas de campo, de
aquellos que han sido vacunados. Asimismo, aunque esta cepa es de baja
virulencia en los bovinos, el uso de esta vacuna en hembras gestantes

82 otra consecuencia

puede ocasionar abortos bajo condiciones de campo.
adversa menos frecuente de la wvacunacién con esta cepa es el
desarrollo de una artropatia asociada a complejos inmunes en las
articulaciones afectadas.?®® 8%

La B. abortus S19 es una cepa lisa atenuada incapaz de crecer en
presencia de eritritol.®® El metabolismo del eritritol es la diferencia
mas importante entre la S19 y otras cepas de Brucella abortus, ya que,
més que promoverlo, el eritritol inhibe el crecimiento de la S19.%%%
El metabolismo del eritritol en B. abortus ha sido estudiado desde la
perspectiva metabélica. La degradacién del polialcohol comienza con la
fosforilacién del eritritol seguida de un paso de deshidrogenacidén que
produce D-eritrulosa 1l-fosfato. Se requiere de dos deshidrogenaciones
mas y una reaccidén de descarboxilacidén para producir dihidroxiacetona
fosfato y diéxido de carbono.?®??

Los cuatro genes que participan en el catabolismo del eritritol (eryA,
eryB, eryC y eryD), se encuentran organizados como un operén, conocido
como operdn ery. Con la caracterizacidédn completa del operdn ery, se ha
podido dilucidar el papel de cada uno de los genes en el catabolismo
del eritritol. La introduccién de diferentes combinaciones de los
genes en E. coli indicé que eryAB y C son suficientes para llevar a
cabo la degradacidén del eritritol. De acuerdo a estos estudios se le
asigndé el papel de eritritol cinasa y eritritol fosfato deshidrogenasa
a eryA y eryB, respectivamente; a eryC el de una eritrulosa-fosfato

deshidrogenasa, y a eryD el de una proteina con probable funcién

reguladora.®®
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Estudios sobre el metabolismo de la cepa vacunal S19 han confirmado
que esta cepa no presenta la enzima D-eritrulosa-1-fosfato-
deshidrogenasa.?® Este defecto bloguea la degradacién del eritritol vy
resulta en la disminucién de los niveles de ATP debido a la actividad
de la enzima eritritol cinasa. Al analizar la secuencia del operdn
ery, se encontrdé una delecidén de 702 pb que afecta los genes eryC y
eryD, lo que puede explicar entonces la sensibilidad de esta cepa
hacia el eritritol.®??

Dicha delecién provee de un método réapido y confiable para distinguir
a la cepa 819 del resto de las cepas de Brucella mediante la
amplificacién de esta regidén gendédmica por medio de PCR. Tal método de
diagnéstico podria ayudar ademds al control de calidad de la
produccién de vacunas asi como a solventar algunos de los problemas
debidos al uso de esta vacuna en el control de la brucelosis bovina.

En México, desde 1997, se aprobd el uso de la cepa B. abortus RB51
como vacuna oficial para los bovinos.?? Sin embargo la cepa vacunal S19
se continia utilizando en otros paises. La cepa RB51 es una cepa
rugosa atenuada derivada de B. abortus 2308, cepa lisa y virulenta.®®
Estudios sobre las propiedades biolégicas de esta cepa indican que es
una cepa rugosa estable in vitro e in vivo, ya que no revierte a la
forma lisa, y que sblo presenta cantidades traza de cadena 0O en el
lipopolisacdrido (LPS).%% Debido a su minima produccién de cadena O
en el lipopolisacarido, los anticuerpos inducidos por la vacunacidn
con esta cepa no interfieren con la serologia convencional®® y 1la
inmunidad que induce es igual o mejor que la inducida por la cepa
819.%%?7 En adicién, no se ha reportado hasta el momento, la
presentacién de aborto en animales vacunados con esta cepa.’ %%

De acuerdo con estudios moleculares se sabe que el gen wboA de B.

abortus codifica para una glicosiltransferasa, enzima que es esencial

en la biosintesis del antigeno O. En la cepa RB51 de B. abortus, este
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gen se encuentra interrumpido por una secuencia de insercién (IS)
conocida como elemento IS711.%%

Las secuencias de insercidén son secuencias de ADN mévil que codifican
para proteinas requeridas para su transposicién. Tipicamente se unen
por secuencias invertidas; su transposicién genera duplicaciones de
las secuencias del genoma donde se insertan. Dentro del género
Brucella, la 1IS711 fue encontrada inicialmente en B. ovis; esta
presente en varias especies de Brucella y parece ser estable en nimero

y posicién dentro del cromosoma.®

Sin embargo, se han reportado
diferencias en el ndmerc de elementos; en adicidn, todas las IS711 de
B. abortus son distintas de todas las demds especies de Brucella.'®®
Aunque la estabilidad de la cepa RB51 ha sido demostrada in vivo e 1in
vitro, la mutacién (es) que contribuye a su fenotipo rugoso y a su
atenuacién no han sido identificadas hasta ahora. Estudios llevados a
cabo en los que se complementa a la RB51 con un gen wboA funcional (es
decir, sin interrupciones) dan como resultado 1la produccién de
antigeno O; sin embargo no se da la reversidén hacia el fenotipo liso y
su atenuacidén tampoco se ve afectada. Esto sugiere que la cepa RBS51
contiene mutaciones adicionales que probablemente afectan la
exportacién del antigeno O hacia la superficie, el acoplamiento del
antigeno O al lipopolisacirido, o ambos eventos.??

Explotando el hecho de que el gen wboA se encuentra interrumpido por
el elemento IS711, se han desarrollado técnicas que puedan distinguir
a la cepa RB51 de otras cepas de B. abortus, hecho que resulta
sumamente 1Util en estudios en los que se necesita detectar a la B.
abortus RB51, como aquellos casos en los gque existe el riesgo
potencial de aborto, mismos que pueden ocurrir en caso de animales

gestantes que son vacunados con esta cepa.
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JUSTIFICACION

Recientemente se ha puesto a disposicién el genoma de tres especies
del género Brucella: B. melitensis, B. suis y B. abortus. El analisis
de la secuencia de estos tres genomas permitirad encontrar secuencias
altamente especificas que permitan identificar y diferenciar de manera
rapida y precisa a estos microorganismos.

Hasta el momento se han desarrollado ensayos de PCR para diferenciar
entre las distintas especies y biotipos de Brucella. Estos ensayos son
especialmente Gtiles en aquellos programas de erradicacién especie-
especificos.

La presencia de una delecidén en la cepa S19, asi como un elemento
IS711 interrumpiendo el gen wboA en la cepa RB51, puede evidenciarse
facilmente mediante PCR. Esto provee un método diagnéstico para
diferenciarlas de todos los demds miembros del género Brucella, ademas
de gque podria ayudar al control de calidad de la produccidén de
vacunas, asi como a resolver algunos de los problemas debidos al uso

de estas vacunas en el control de la brucelosis.
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HIPOTESIS
El uso de 1la Reaccién en Cadena de 1la Polimerasa permitira la

identificacién y diferenciacién de las cepas vacunales RB51 y 519.

OBJETIVO
Estandarizar un ensayo de PCR que permita identificar y diferenciar a
las cepas vacunales RB51 y S19 de B. abortus, de otras especies de

Brucella.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

O Identificacién molecular de la cepa vacunal RB51 de B. abortus

mediante la deteccién del elemento IS711 que interrumpe el gen

wboA

O Identificacién molecular de la cepa vacunal S19 de B. abortus

mediante la deteccidén de una delecidén en el locus ery
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Cepas bacterianas

Las cepas utilizadas en este trabajo se enlistan en la Tabla 1. La
cepa B. abortus 2308 es una cepa virulenta resistente al acido
nalidixico; B. ovis es una cepa no dependiente de CO,. Las cepas de
campo de B. abortus fueron aisladas a partir de leche y fueron
identificadas utilizando la metodologia descrita por Alton.!” Todos
los demads microorganismos enlistados son cepas representativas de
diferentes especies del género Brucella.

Todas las cepas fueron crecidas en Agar Brucella’, Caldo Brucella' y
Agar Tripticasa Soya (TSA)' a 37°C de 24 a 72 horas, de acuerdo a la
especie de que se tratara. Cuando fue necesario, los medios de cultivo
fueron suplementados con &acido nalidixico a una concentracién final de
15 mg/ml.

El medioc de conservacién fue preparado a base de Caldo Brucella

adicionado con 50% de glicerol y las cepas se almacenaron a -80°C.

* Oxoid, Hampshire, England
" Oxoid, Hampshire, England
! Becton Dickinson Bioxon, México
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Especie Biotipo | Cepa | Hospedero Origen Fuente
geografico
B. abortus 819 Bovino México Brovel
B. abortus 1 519 Bovino México Pronabive
B. abortus 1 RB51 Bovino E.U Dr. J.M. Garcia-
Lobo
B. abortus RB51 Bovino México Pronabive
B. abortus RB51 Bovino México Schering Plough
B. abortus 1 2308 Bovino Espafia Dr. J.M. Garcia-
Lobo
B. abortus 1 544 Bovino E. U. Dr. J.M. Garcia-
Lobo
B. melitensis 1 16M Caprino Espafia Laboratorio de
Biologia
molecular
B. melitensis 1 Revl Caprino Francia Laboratorio de
Biologia
molecular
B. melitensis 1 Revl Caprino México Laboratorio de
Biologia
molecular
B. canis 037 Perro México Cepa de campo
B. canis 059 Perro México Cepa de campo
B. canis 298 Perro México Cepa de campo
B. ovis Reol Oovino Francia INIFAP
98
B. abortus 1 136 Bovino México Cepas de campo
187 INIFAP
259
325
499
596
615
657
700
708
720

2.2. Extraccién de ADN

Para cada una de las cepas la extraccién de ADN se realizd mediante la

técnica de tiocianato de guanidina.?’

4

El cultivo de inicio se obtuvo

al resuspender las colonias crecidas de dos cajas de medio de cultivo

en 1 ml de solucién amortiguadora de fosfatos

KH,PO,) (PBS).
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Posteriormente se le agregaron 550 pl de una solucién de lisis
(tiocianato de guanidina 5M, EDTA 0.1 M, sarkosyl 0.5%) y se mezcld de
5 a 10 min. Se le adicionaron 250 pl de acetato de amonio 7.4M y se
colocdé en hielo durante 10 min. Se agregaron 500 wpl de cloroformo-
alcohol iscamilico (24:1 V/V) y se mezclé por S5 min, para
posteriormente centrifugar a 10 000 rpm durante 5 min. El sobrenadante
fue transferido a un tubo limpio y una vez mas se agregaron 500 pul de
cloroformo:alcohol isocamilico, mezclandose por 5 min y se centrifugd a
10 000 rpm durante 5 min. E1 ADN fue precipitado con 0.7 volimenes de
isopropanol. E1 ADN fue lavado tres veces con etanol al 70%. Se dejd
secar la pastilla y se resuspendid en 100 pl de agua estéril,
almacenandose a 4°C. El ADN fue visualizado en un gel de agarosa al 1%

tefiido con bromuro de etidio.

2.3. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) a partir del ADN
extraido de cultivo puro

Los oligonucledétidos usados para la amplificacién (5’ TTA AGC GCT GAT
GCC ATT TCC TTC AC 3'; 5'GCC AAC CAA CCC AAA TGC TCA CAA 3')" fueron
diseflados con base en la secuencia del gen wboA descrita previamente
para la cepa B. abortus 2308 (nimero de acceso: AF107768). Dichos
oligonucleétidos flangquean la secuencia de insercidén IS711 en la cepa
vacunal B. abortus RB51. El oligonucledtido 5-3°, llamado
oligonucledétido 1 se encuentra localizado 406 pb corriente abajo del
punto de insercién del elemento IS711; el oligonucledétido 3-5',
llamado oligonucleétido 3 se encuentra localizado 50 pb corriente
arriba del sitio de término de la IS711. (Fig. 1)

La reaccién de la PCR se realizé en un volumen de 50 pul, el cual

contenia amortiguador para PCR 1X', 1 mM de magnesio®, 200 uM de cada
g p

* Invitrogen, Carlsbad, California
' Promega, Madison WI, USA
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nucledétido trifosfatado', 1 pM de cada oligonucledétido, 100 ng de ADN
genémico y dos unidades de Taq polimerasa’.

Los ciclos de la reacciéon fueron los siguientes: Desnaturalizaciodn
inicial a 94°C por 5 min, 30 ciclos a 94°C por 30 s, 60°C por 30 s y

72°C por 1.30 min y una extensién final a 72°C por 5 min.

(A) B. abortus 2308

(B) B. abortus RB51
Iniciador 1 Iniciador 2 Iniciador 3

wboA - IS711

©

Iniciador 1: 5 TTAAGCGCTGATGCCATTTCCTTCAC ¥

Iniciador 2: 5 TTTAGTTTGCCGTAATATAGGTCTAGAACCTGTC 3
Iniciador 3: 5 GCCAACCAACCCAAATGCTCACAA ¥

Fig. 1 Mapa del gen wboA en B. abortus 2308 (A) y B. abortus RB51 (B).
Interrupcion del gen wboA por el elemento IS711 en B. abortus RB51 y
localizacion de los oligonucledtidos (flechas) usados en el PCR. (C) Secuencia
de nucledétidos de los oligonucleétidos.

Para la cepa S19, se disenaron dos oligonucledétidos a partir de la
secuencia de los genes del catabolismo del eritritol en la cepa B.
abortus 2308 (5" TTG GCG GCA AGT CCG TCG GT 3'; 5" CCC AGA AGC GAG ACG
AAA CG 3')%. Estos oligonucledtidos se encuentran flanqueando la
delecién encontrada en la cepa vacunal B. abortus S519. El
oligonucleétido 5-3’ denominado oligonucleétido 1, se encuentra
localizado 185 pb corriente arriba del sitio en el que se encuentra la

delecién; el oligonucleétido 3-5' denominado oligonucleétido 2 se

" Promega, Madison WI, USA
1 Promega, Madison WI, USA
* Promega , Madison WI, USA
¥ Invitrogen, Carlsbad, California
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encuentra localizado 176 pb corriente abajo del sitio de la delecién
CEATL: 2

La reacciéon de PCR se realizdé en un volumen de 50 ul, amortiguador
para PCR 1X, 1 mM de magnesio, 200 pM de cada nucleétido trifosfatado,
1 pM de cada oligonucledétido, 100 ng de DNA gendmico y dos unidades de
Tag polimerasa.

Los ciclos para esta reaccidén fueron los siguientes: Desnaturalizacién
inicial a 94°C por 5 min, 30 ciclos a 94°C por 1 min, 59°C por 30 s y

72°C por 1 min y una extensién final a 72°C por 2 min.

(A) B. abortus

Ipiciador 2

triosa fosfato
isomerasa

orf254

(B) B. abortus S19

eryA

orf254  triosa fosfato

isomerasa

©)
Iniciador 1: 5 TTGGCGGCAAGTCCGTCGGT ¥»
Iniciador 2: 5’ CCCAGAAGCGAGACGAAACG ¥

Fig. 2 Mapa del oper6n ery en B. abortus 2308 (A) y B. abortus S19 (B).
Presencia de una delecion en los genes eryC'y eryD de B. abortus S19 y
localizacion de los oligonucledtidos (flechas) usados en el PCR. (C) Secuencia de
nucledtidos de los oligonucle6tidos.

2.4. PCR a partir de colonias bacterianas
Una colonia bacteriana de 2 mm de didmetro fue tomada del medio de
cultivo y resuspendida en 200 pl de agua estéril. Posteriormente se

incub6é en bafio Maria a 90°C por 15 min, y fue centrifugada a 8000 rpm
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durante 5 min. 10 pl del sobrenadante fueron usados como templete de
ADN para llevar a cabo la PCR en un volumen total de 50 pl, mismo que
contenia amortiguador para PCR 1X', 1 mM de magnesio', 200 uM de cada
nucleétido trifosfatado', 1 pM de cada oligonucleédtido® y 2 unidades de
Tag polimerasa’’.

Los oligonucleétidos empleados en cada caso, asi como las condiciones
empleadas en cada ciclo de la reaccidéon correspondian a agquellos
empleados para identificar ya sea a la cepa B. abortus 519 o a la cepa

B. abortus RB51, segun fuera el caso.

" Promega, Madison WI, USA
' Promega, Madison WI, USA
* Promega, Madison W1, USA
§ Invitrogen, Carlsbad, California
" Promega, Madison W1, USA
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3. RESULTADOS

3.1. Extraccién de ADN

Mediante el método de tiocianatoc de Guanidina se extrajo el ADN de
cultivo puro de todas las cepas. El ADN fue resuspendido en agqua grado
biologia molecular y fue almacenado a -20°C hasta su uso. Asimismo se
cuantificd mediante un espectrofotémetro a una longitud de onda de 260
nm, lo que nos reportd en promedio para todas las muestras la cantidad
de 3.4 pug de ADN/pl. El1 ADN se visualizé en un gel de agarosa al 1%

tefiido con bromuro de etidio (Figura 3 y 4).

4,361 pb

Fig. 3 Gel de agarosa al 1% en TAE tefiido con bromuro de etidio en el
que se muestra el ADN gendmico extraido mediante el método de
tiocianato de Guanidina. Carril 1: Marcador de ©peso molecular
lambda/HindIII (A). Carril 2: B. abortus 2308. Carril 3: B. abortus
544. Carril 4: B. abortus S19 (Brovel). Carril 5: B. abortus 519
(Pronabive). Carril 6: B. abortus RB51 (E.U.). Carril 7: B. abortus
RB51 (Pronabive). Carril 8: B. abortus RB51 (Schering Plough).
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4,361 pb

Fig. 4 Gel de agarosa al 1% en TAE tefiido con bromuro de etidio en el
que se muestra el ADN gendmico extraido mediante el método de

tiocianato de Guanidina. Carril 1: Marcador de peso molecular
lambda/HindIII (A). Carril 2: B. melitensis 16M. Carril 3: B.
melitensis Rev 1 (México). Carril 4: B. melitensis Revl (Francia).

Carril 5: B. ovis Reol98. Carril 6: B. canis 037. Carril 7: B. canis
059. Carril 8: B. canis 298.

3.2. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a partir del ADN
extraido de cultivo puro

El ADN extraido a partir de cultivos puros fue utilizado para realizar
la PCR para identificar las cepas vacunales S19 y RB51 de Brucella
abortus.

PCR para la cepa RB51 de B. abortus

Para la identificacién y diferenciacién de la cepa vacunal RB51 de B.
abortus se emplearon los oligonucledtidos descritos por Vemulapalli °°%,
que amplifican la secuencia de ADN del gen wboA en la que se encuentra
la secuencia de insercién IS711. Dicha secuencia de insercién tiene un
tamano de 842 pb.

Asi, para las cepas control los oligonuclebétidos amplificaron un
producto de 456 pb, mientras que para la cepa vacunal RB51 se obtuvo
un producto de amplificacién de 1298 pb, confirmando la presencia del

elemento de insercién (Fig. 5 y 6)
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1,298 pb

456 pb

Fig. 5 Gel de agarosa al 1% en TAE tefiido con bromuro de etidio gque
muestra los productos amplificados con la PCR para identificacién de
B. abortus RB51 a partir de ADN extraido de cultivo puro. Carril 1: B.
abortus RB51 (EU). Carril 2: B. abortus RB51 (Pronabive). Carril 3: B.

abortus RB51 (Schering Plough). Carril 4: Marcador de peso molecular
100 pb Ladder. Carril 5: B. abortus 2308. Carril 6: B. abortus 544.
Carril 7: B. abortus S19 (Brovel) . Carril 8% B. abortus S19

(Pronabive). Carril 9: control negativo (agua).

456 pb

Fig. 6 Gel de agarosa al 1% en TAE tefiido con bromuro de etidio que
muestra los productos amplificados con la PCR para identificacién de

B. abortus RB51 a partir de ADN extraido de cultivo puro. Carril 1:

Marcador de 1lkb plus Ladder. Carril 2: B. ovis Reol98. Carril 3: B.
melitensis 16M. Carril 4: B. melitensis Revl (Francia). Carril 5: B.
melitensis Revl (México). Carril 6: B. canis 037. Carril 7: B. canis

059. Carril 8: B. canis 298. Carril 9: control negativo (agua).
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PCR para la cepa S19 de B. abortus
Para la cepa S19 de B. abortus se emplearon los oligonucledtidos

0

previamente descritos por Sangari.® Dichos oligonucledtidos se
encuentran flanqueando la secuencia de los genes del locus ery en la
que se encuentra la delecidn caracteristica de la cepa vacunal S519. El
producto de amplificacidén obtenido a partir de la cepa S19 fue de 361

pb. Las cepas control, al poseer el locus ery completo, dieron como

resultado un producto de amplificacién de 1063 pb (Fig. 7 y 8).

1,063 pb

361 pb

Fig. 7 Gel de agarosa al 1% en TAE teniido con bromuro de etidio que
muestra los productos amplificados con la PCR para identificacién de
B. abortus S19 a partir de ADN extraido de cultivo puro. Carril 1: B.
abortus S19 (Brovel). Carril 2: B. abortus S19 (Pronabive). Carril 3:
Marcador de peso molecular 1 kb Ladder. Carril 4: B. abortus 2308.
Carril 5: B. abortus 544. Carril 6: B. abortus RB51 (EU). Carril 7: B.
abortus RB51 (Pronabive). Carril 8: B. abortus RB51 (Schering Plough).
Carril 9: control negativo (agua). Carril 10: Marcador de peso
molecular 1 kb Ladder.
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Fig. 8 Gel de agarosa al 1% en TAE tefiido con bromuro de etidio que
muestra los productos amplificados con la PCR para identificacidn de
B. abortus S19 a partir de ADN extraido de cultive puro. Carril 1:
Marcador de peso molecular 1 kb Ladder. Carril 2: B. ovis Reol98.
Carril 3: B. melitensis 16M. Carril 4: B. melitensis Revl (Francia).
Carril 5: B. melitensis Revl (México). Carril 6: B. canis 037. Carril
7: B. canis 059. Carril 8: B. canis 298. Carril 9: control negativo
(agua). Carril 10: Marcador de peso molecular 1 kb Ladder.

3.3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de colonias
bacterianas

A partir de las colonias de las cepas vacunales, asi como de las cepas
controles, se estandarizdé un PCR para identificar y diferenciar a las
cepas RB51 y 519 a partir de los cultivos bacterianos, sin necesidad
de realizar la extraccién de ADN.

Cepa RB51

Los oligonucledétidos amplificaron un producto de 1298 pb cuando se
trataba de la cepa RB51, y un producto de 456 pb cuando se trataba de
las cepas control, ya que éstas no presentan el elemento IS711 en el
gen wboA (Fig. 9).

Cepa S19

Los oligonucledtidos amplificaron un producto de 361 pb cuando se

trataba de la cepa S19, y en el caso de las cepas control se obtuvo un
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producto de amplificacién de 1063 pb, ya que estas cepas poseen

completo el locus ery (Fig.10).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fig. 9 Gel de agarosa al 1% en TAE tenido con bromuro de etidio que
muestra los productos amplificados con la PCR para identificacién de
B. abortus RB51 a partir de colonias bacterianas. Carril 1: B. abortus
RB51 (EU). Carril 2: B. abortus RB51 (Pronabive). Carril 3: B. abortus
RB51 (Schering Plough). Carril 4: Marcador de peso molecular 1 kb
Ladder. Carril 5: B. abortus 2308. Carril 6: B. abortus S19 (Brovel).
Carril 7: B. abortus S19 (Pronabive). Carril 8: B. canis 037. Carril
9: B. canis 059. Carril 10: B. canis 298. Carril 11: control negativo
(agua) . Carril 12: Marcador de peso molecular 1 kb Ladder.

1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fig. 10 Gel de agarosa al 1% en TAE tefiido con bromurco de etidio que
muestra los productos amplificados con la PCR para identificacién de
B. abortus S19 a partir de colonias bacterianas. Carril 1: B. abortus
519 (Brovel). Carril 2: B. abortus S19 (Pronabive). Carril 3: Marcador
de peso molecular 1 kb Ladder. Carril 4: B. abortus 2308. Carril 5: B.
abortus RB51 (EU). Carril 6: B. abortus RB51 (Pronabive). Carril 7: B.
abortus RB51 (Schering Plough). Carril 8: B. canis 037. Carril 9: B.
canis 059. Carril 10: B. canis 298. Carril 11: control negativo(agua).
Carril 12: Marcador de peso molecular 1 kb Ladder.
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3.4. PCR para las cepas de campo

Una vez que se estandarizd la técnica de PCR a partir de colonias
bacterianas de las cepas vacunales se decididé utilizar esta técnica
para la caracterizacidn de 11 cepas de campo de Brucella abortus
procedentes de leche bovina. A todas las cepas se les realizd la PCR
que identifica a la cepa 519, asi como la PCR que identifica a la cepa
RB51.

Las once muestras dieron un producto de amplificacién de 456 pb con el
PCR que identifica a la cepa vacunal RB51, descartando con ello la
presencia de alguna cepa vacunal RB51 dentro de las cepas de campo
(Big. 11 3y 12).

Con el PCR que identifica a la cepa 519, 9 de las once muestras
amplificaron un producto de 1063 pb, mientras gque dos de ellas
amplificaron un producto de 361 pb, lo que significa gque estas dos
cepas de campo correspondian a cepas vacunales S19 de B. abortus (Fig.

13 y 14)

456 pb

Fig. 11 Gel de agarosa al 1% en TAE terfiido con bromuro de etidio que
muestra los productos amplificados con la PCR para identificacion de
B. abortus RB51 a partir de cepas de campo. Carril 1: Marcador de peso
molecular 1 kb Ladder. Carril 2: B. abortus 325. Carril 3: B. abortus
596. Carril 4: B. abortus 657. Carril 5: B. abortus 708. Carril 6: B.
abortus 720. Carril 7: control negativo(agua).

44



RESULTADOS

Fig. 12 Gel de agarosa al 1% en TAE tefiido con bromuro de etidio que
muestra los productos amplificados con la PCR para identificacidén de
B. abortus RBS51 a partir de cepas de campo. Carril 1: Marcador de peso
molecular 1 kb Ladder. Carril 2: B. abortus 136. Carril 3: B. abortus
187. Carril 4: B. abortus 259. Carril 5: B. abortus 499. Carril 6: B.
abortus 615 Carril V2 B. abortus 700. Carril 8: control
negativo (agua) .

Fig. 13 Gel de agarosa al 1% en TAE tefiido con bromuro de etidio que
muestra los productos amplificados con la PCR para identificacidén de
B. abortus S19 a partir de cepas de campo. Carril 1: Marcador de peso
molecular 1 kb Ladder. Carril 2: B. abortus 325. Carril 3: B. abortus
596. Carril 4: B. abortus 657. Carril 5: B. abortus 708. Carril 6: B.
abortus 720. Carril 7: control negativo(agua). Carril 8: Marcador de
peso molecular 1 kb Ladder.
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Fig. 14 Gel de agarosa al 1% en TAE tefiido con bromuro de etidio que
muestra los productos amplificados con la PCR para identificaciéon de
B. abortus S19 a partir de cepas de campo. Carril 1: Marcador de peso
molecular 1 kb Ladder. Carril 2: B. abortus 136. Carril 3: B. abortus
187. Carril 4: B. abortus 259. Carril 5: B. abortus 499. Carril 6: B.
abortus 615. Carril Tz B. abortus 700. Carril 8: control
negativo(agua). Carril 9: Marcador de peso molecular 1 kb Ladder.
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4. DISCUSION

La PCR estandarizada en este trabajo se utilizdé para verificar de
manera rapida y precisa la presencia o ausencia de cepas vacunales en
once aislamientos de campo de B. abortus procedentes de leche de
vacas. Las 11 cepas analizadas fueron identificadas previamente por

3 con lo cual

medio de pruebas microbiolégicas estdndar para Brucella,'
se comprobé que todos los aislamientos correspondian a B. abortus
biotipo 1.

Al utilizar la PCR para la identificacidén de la cepa RB51 se observd
que las once cepas de campo amplificaron un producto de 456 pb, con lo
cual se descartd la presencia de la cepa vacunal RB51 de B. abortus.

En el caso de la PCR para identificar a la cepa S19, nueve de las
cepas de campo amplificaron un producto de 1063 pb; sin embargo, dos
cepas amplificaron un producto de 361 pb, lo que reveld la presencia
de dos cepas vacunales S19 de B. abortus dentro de las 11 cepas de
campo.

Este hecho es de importancia tanto a nivel epidemiolégico como a nivel
oficial, debido a las implicaciones directas e indirectas que tiene en
relacién a la Campafia Nacional de Control vy Erradicacién de la
Brucelosis Bovina.®

Desde 1997, la cepa RB51 de Brucella abortus fue aprobada en México
como cepa vacunal oficial en el ganado bovino. Puesto que el
lipopolisacdrido de la cepa RB51 carece de cadena 0O, los anticuerpos
inducidos por 1la vacunacién con esta cepa no interfieren con 1la

serologia convencional. *?

McQuiston et al.,6'®

caracterizaron el gen wboA de B abortus que
codifica una glicosiltransferasa, enzima esencial en la biosintesis
del antigeno 0. Ellos demostraron que una mutacién en el gen wboA en

cepas lisas de B. abortus, B. melitensis y B. suils, resulta en la

conversidén de estas cepas hacia un fenotipo rugoso.
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Asi mismo, Vemulapalli et al., !'%

demostraron que el gen wbod en la
cepa RB51 de B. abortus se encuentra interrumpido por una secuencia de
insercién de 842 pb conocida como elemento IS711, a partir de lo cual
el presente trabajo estandarizé una PCR que puede distinguir a la cepa
RB51 de otras especies y cepas de Brucella, incluyendo a su cepa
parental, la 2308. El1 fragmento amplificado para la cepa RB51 fue de
1298 pb, mientras que el producto de amplificacién para las demas
especies y cepas fue de 456 pb.

Vemulapalli et a.,'?®

realizaron esta PCR empleando un oligonucledtido
que amplifica la unidn entre el gen wbhoA y el extremo 5’ del elemento
IS711, ademads de los oligonucledétidos empleados en este trabajo,
denominados oligonucledétido 1 y 3, respectivamente. (Fig. 1)

Cuando usaron los tres oligonucledétidos para realizar el PCR, se

obtuve un producto de ~400 pb para la cepa 2308 y tres fragmentos para

la cepa RB51, de ~900, ~1300 y ~2300 pb. Las bandas de los fragmentos
de 900 y 2300 pb fueron de baja intensidad, sugiriendo inhibicidén en
la amplificacién, probablemente debida a 1la actividad de 1la Taqg
polimerasa, que al extender a uno de los oligonucledtidos, podria
haber degradado el fragmento de ADN que estaba siendo extendido en
otro de los oligonucledtidos.

Con los resultados obtenidos se corroboré la eficiencia de la técnica
estandarizada en el presente trabajo, ya que el uso de los dos
oligonucleétidos empleados fue suficiente para realizar exitosamente
la identificacién de la cepa RBS1.

En los dltimos afios, diversos ensayos de PCR han sido desarrollados
para detectar o diferenciar a varias cepas de Brucella. Sin embargo,
ninguno de ellos podria distinguir a la cepa RB51 de su cepa parental,

8 63,64,65,106,107,108

la cepa wvirulenta 230 La PCR estandarizada en este

trabajo puede ser utilizado para identificar de una manera mas réapida
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y precisa a la cepa RB51; y es Gtil en aquellos estudios en los que se
requiera detectar la presencia de la cepa, como agquellos en los que
existe el riesgo potencial de aborto, mismos que pueden ocurrir en
animales gestantes que son vacunados con la cepa RB51. Ademas podria
ayudar en el control de calidad de la produccién de vacunas, asi como
a resolver algunos de los problemas gque representa el uso de esta
vacuna viva para el control de la brucelosis bovina.

! estudiaron

Con respecto a la cepa S19 de B. abortus, Sangari et al.’
la regidén cromosomal en la que se encuentran los genes gque participan
en el catabolismo del eritritol, y revelaron la presencia de una
delecién de 702 pb en la cepa S19. De igual manera secuenciaron un
fragmento del genoma de B. abortus e identificaron 4 genes (eryA,
eryB, eryC y eryD) responsables del catabolismo del eritritol, que se
encuentran organizados como un operdn inducible al que llamaron operdn

°® Los resultados de ese trabajo revelaron que aquella delecién

ery.
descrita previamente se encuentra localizada afectando dos genes, eryC
y eryD. Ademads de esclarecer la causa de la sensibilidad al eritritol
por parte de la cepa S19, este conocimiento proporciond bases para
diferenciar a la cepa 819 del resto de los miembros del género
Brucella por medio de la amplificacién de esta regién mediante PCR.

En este trabajo se estandarizdé la PCR utilizando los oligonucledtidos
descritos previamente por Sangari et al.”? Los oligonucleétidos
amplifican la secuencia del locus ery en la que se encuentra la
delecién en la cepa S19; dicha secuencia abarca un fragmento del gen
eryC y un fragmento del gen eryD. Como resultado, se obtuvo un
producto de amplificacién de 361 pb para la cepa S19, mientras gue
para las demds especies y cepas se obtuvo un fragmento de 1063 pb,

comprobando que estas Ultimas no presentan la delecién de 702 pb en el

locus ery.
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Lo anterior fundamenta un método diagnéstico rapideo y confiable para
diferenciar a la cepa S19 de los demas miembros del género Brucella.
Este método de identificacién y diferenciacién de la «cepa es
importante ya que aunque esta cepa ya no es empleada en México para la
preparacidén de vacunas para el ganado bovino debido a la persistencia
de anticuerpos que produce, es la cepa oficial para la preparacidn de
todos los antigenos empleados en las pruebas serolégicas oficiales
para el diagnéstico de la enfermedad.®’

Como se menciond previamente, una de las principales desventajas de la
cepa vacunal 819 de B. abortus es el desarrollo de anticuerpos
postvacunales que interfieren con la interpretacién de las pruebas
serolégicas, hecho que hizo incompatible el uso de la vacuna con la
aplicacidén simulténea de los procedimientos para el control de la
brucelosis. Desde que la cepa RB51 de Brucella abortus fue aprobada
oficialmente en 1997 como cepa vacunal para el ganado bovino, la
produccién de vacunas contra la brucelosis bovina a partir de la cepa
519 de B. abortus llegé a ser innecesaria, por lo que las empresas
dedicadas a la elaboracién de bioldégicos veterinarios en México y
Estados Unidos dejaron de producirla.

Las cepas de campo que se utilizaron en este trabajo procedian de
aislamientos de campo procedentes de leche Dbovina gque fueron
realizados a finales del afio 2000, esta situacién plantea la
siguiente pregunta. ¢Porqué encontramos gﬁn la cepa S19 entre estos
aislamientos, si desde 1997 no se vacuna con esta cepa?

Nicoletti et al.!® realizaron una comparacién entre las vias
subcutdnea y conjuntival para la vacunacién con la cepa S19 de B.
abortus en el ganado bovino adulto. Entre los aspectos gque evaluaron
estuvieron los aislamientos bacterianos obtenidos de muestreos de la
leche realizados cada dos meses a partir de la vacunacidén. Tanto los

animales vacunados por la via conjuntival como los vacunados por la
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via subcuténea, eliminaron a 1la cepa 8519 durante 1los 13 meses
posteriores a la vacunacidén. El nimero de aislamientos obtenidos fue
mayor en los primeros dos meses (7 en la via subcuténea y 5 en la via
conjuntival), y disminuydé a partir del cuarto mes, encontrandose al
final de los trece meses posvacunales, sélo un aislamiento relacionado
con cada via de administracién.

Por otro lado, Alton et al.' realizaron un trabajo en el que evaldan
la vacunacién de vacas gestantes con dosis reducidas de la cepa S19 de
B. abortus. Los 2 grupos de animales con los gque trabajaron fueron
inoculados <con 5.6 x 10° y 2.8 x 10° organismos viables,
respectivamente. La cepa S19 fue aislada de 4 de las 9 vacas del grupo
1, y fue aislada Udnicamente de una de las 9 wvacas del grupo 2; ésta
Gltima fue muestreada semanalmente después del parto durante toda su
vida y no se volvidé a obtener aislamiento alguno.

Por su parte, Nicoletti reportd que de 700 vacas lactantes que fueron
vacunadas 2 & 3 meses antes con la dosis normal, menos del 2% excretd
a la cepa S19 en la leche.!!?

Todos estos trabajos comprueban no sélo que la cepa vacunal S19 puede
ser eliminada en la leche de las vacas vacunadas, sino la frecuencia
tan baja con la gque esto se presenta. Pero lo mas importante es gque
cuando la excrecidén de la cepa vacunal S19 se presenta, lo hace por un
tiempo maximo de un afio. Por tal motivo, alin cuando las vacas de las
gue se realizaron los aislamientos analizados en este trabajo hubieran
sido vacunadas en 1997, afio en el gque suponemos todavia existian lotes
de vacunas con la cepa 819, seria casi imposible que estuvieran
excretando a la bacteria por tres afos. Esto sugiere que la vacunacidn
debidé darse méximo un afio antes de que dichos aislamientos fueran
obtenidos (1999). Lo que queda en duda, es de dénde provenia la vacuna

si en nuestro pais se dejdé de producir dos afios antes.
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Otro aspecto relevante al gque conlleva el hecho de gque se hayan
encontrado en este trabajo dos cepas vacunales 519 dentro de los
aislamientos de campo, es la salud publica. Se sabe que la brucelosis
es una de las mas importantes zoonosis bacterianas en nuestro pais. La
Organizacién Mundial de la Salud sefiala que cada ano son reportados
5000 casos de brucelosis en el mundo. La incidencia y prevalencia. de
la enfermedad varia ampliamente de un pais a otro. Mientras que B.
abortus es mas frecuente en Estados Unidos y Europa, B. melitensis es
la especie mis comun en América latina y los paises del Mediterraneo.??
Las principales fuentes de Brucella son los animales infectados o sus
productos, tales como la leche, crema, mantequilla, queso fresco,
helado, orina, sangre, cadaveres y productos abortados. Las vias de
transmisién para la infeccién en el humano incluyen el contacto
directo con los animales infectados y sus secreciones a través de
piel, por aerosoles, via conjuntival o por la ingestidén de productos
lacteos no pasteurizados.??

En el presente trabajo se detectd la presencia de dos cepas S19 de B.
abortus en aislamientos procedentes de leche de wvaca. Cabe resaltar
que aungque se trata de una cepa vacunal, la cepa S19 es una cepa viva
atenuada de B. abortus, capaz de causar enfermedad; existen reportes
de la infeccién en humanos con la cepa S19 de B. abortus.'!?

El objetivo principal de la ganaderia bovina lechera es comercializar
la leche, ya sea para el consumo directo o para la elaboracidén de
productos lacteos que son consumidos por la poblacién humana. Como se
mencioné anteriormente, de los 10,000 millones de litros de leche de
vaca producidos al afio, el 35% es consumido como quesos y leche sin
pasteurizar. El hecho de que B. abortus cepa S19 pueda ser excretada
en la leche implica un riesgo muy grande para la poblacidén humana que

consumira esa leche o los productos elaborados con ella, y que es

susceptible de adquirir la enfermedad, la que ademas presenta varias
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dificultades diagndsticas debido a que sus signos son variados e
inespecificos, coﬁfundiéndose algunas veces con otras patologias.

En este sentido las medidas sanitarias en el manejo de la leche en los
establos, asi como las pruebas andén y de laboratorio deben realizarse
de manera obligatoria y rutinaria; posteriormente el uso de leche
pasteurizada y productos derivados son importantes para la prevencién
de la brucelosis humana.

El control de la brucelosis animal juega un papel fundamental en la
prevencién de la infeccién humana y uno de los caminos para llevarlo a
cabo es mediante el estricto y cuidadoso control de calidad de los
productos biolégicos empleados para la prevencidén de la enfermedad en
los animales.

Se requiere de futuros trabajos que estén enfocados a muestrear al
resto de los animales que integran el hato del que se obtuviercn los
aislamientos, asi como aquellas explotaciones cercanas a €l. Aunado a
esto se podrian realizar las pruebas seroldgicas correspondientes y
cultivos bacterianos de los o&6rganos de aquellos animales gque sean
sacrificados.

Estudios epidemiolégicos posteriores podradn ayudar a encontrar el
origen de los aislamientos de B. abortus 8519 identificados en este

trabajo.
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5. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en este trabajo se corrobora que la
presencia de una delecidén en el locus ery de Brucella abortus cepa
819, asi como una secuencia de insercién en el gen whboA de la cepa

RB51, son evidenciables facilmente mediante la técnica de PCR.

La PCR estandarizada en este trabajo permitié la caracterizacidn de

cepas de campo de Brucella abortus aisladas en leche de vacas.
De acuerdo al afio en que se realizaron los aislamientos de cepas

vacunales S19, es muy probable que dichas wvacunas no fueran elaboradas

en México.
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