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Resumen

La vacunacioén contra brucelosis, permite proteger el inventario pecuario y disminuir el riesgo
de contagio al humano. Las vacunas autorizadas para proteger a hembras susceptibles, son
Rev — 1y RB51 (Villa et al., 2008). La RB51 es segura y no genera confusion diagndstica en
pequefios rumiantes, debido a que carece de cadenas laterales de lipopolisacéaridos tipo O
(Martinez et al., 2010). En la actualidad, se han generado nuevas cepas vacunales como la
RB51 — SOD (Superodxido Dismutasa), que ha sido evaluada en modelos murino (Vemulapalli
et al., 2000). El presente trabajo tiene como propdésito identificar anticuerpos contra Brucella
spp. para establecer la seroprevalencia en rebafios caprinos y determinar la seroconversiéon
en animales vacunados con RB51 — SOD, Rev-1 y RB51 para comparar interferencia
diagnodstica y de forma indirecta, conocer la proteccion conferida en hembras susceptibles
vacunadas. Se utilizaron 216 hembras con serologia negativa en rebafios infectados; se
aplicaron 2 mL de vacuna por via subcutanea en el lado izquierdo del cuello. Antes y
después de la vacunacion, se tomaron muestras serologicas de todas las hembras de los
rebafios que participaron en el estudio para evaluar la seroprevalencia inicial de los rebafos
y luego, para conocer la seroconversién a los 30, 60, 90 dias después de la vacunacion; para
ello, se realizaron pruebas en serie con el uso de la aglutinacion con de Rosa de Bengala al
3% (RBPT) como tamiz y la de Inmunodifusién Radial Simple (SRD) como confirmatoria. Se
encontré una seroprevalencia general de 1.28% (ICes% 0.5 -2.7) y que confirma la exposicion
de los rebafios a Brucella spp. Al final del periodo de observacion; es decir, a los 90 dias
post-vacunacion, se observéo que 2.7% (ICes% 0.49 — 14.1) de las hembras que se vacunaron
con cepa Rev — 1 de Brucella melitensis se les confirmo seroconversion con la prueba de

212 Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Universidad Veracruzana. Veracruz, Ver. dmartinez@uv.mx

213 Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria Microbiologia (CENID-Microbiologia), Instituto Nacional de
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SRD; en contraste las que se vacunaron con las cepas RB51 y RB51 — SOD, no presentaron
reaccion a la prueba seroldgica confirmatoria.

Palabras clave: Brucella spp., vacunacion, cepas, RB51 — SOD, seroprevalencia

Introduccién

La brucelosis es una zoonosis de distribucion mundial y alta contagiosidad. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la considera dentro de las 10 zoonosis olvidadas, y con ello
favorece la permanencia en el humano (Arenas-Gamboa et al., 2016). Es causada por
bacterias del género Brucella, organismos Gram negativos, intracelulares facultativos, la
mayoria aerobios estrictos. Cuentan con cadenas de lipopolisacaridos complejos que las
hacen mas virulentas que otras bacterias (Gul y Khan, 2007). La enfermedad se presenta en
unidades de producciéon de ganado bovino, ovino y caprino, donde esta Ultima es la mas
importante debido a la posibilidad de transmision a humanos (Blasco et al., 2011). En los
pequefios rumiantes se caracteriza por disminucion en la produccion de leche, abortos,
pérdida de peso, muerte fetal, retencion placentaria, crias débiles y orquitis aguda (El Idrissi
et al., 2001). Las personas pueden infectarse por ingestion de alimentos contaminados con la
bacteria, como leche no pasteurizada o sus derivados elaborados con ésta, y por interaccion
directa con animales infectados o por inhalacién (Gul y Khan, 2007). Una alternativa para
controlar la enfermedad en los animales es la vacunacion de las hembras; y evita
consecuencias econémicas y médicas de brucelosis en animales y el humano. En zonas
endémicas de Brucelosis en pequefios rumiantes, la vacunacion intensiva se realiza con la
cepa Rev — 1 de B. melitensis, en hembras jévenes y adultas. El principal indicador de la
reduccion de la brucelosis en los animales es la disminucion concomitante de casos
humanos que se alcanza gracias a la vacunacion (Villa et al., 2008). No obstante, la eficacia
de la cepa Rev — 1, esta provoca la confusién diagnéstica hasta en 75% de los animales
vacunados a partir de la segunda semana post-vacunacion y alcanza su maximo entre la
segunda y la sexta, que tiende a disminuir hasta llegar a cero en 14 semanas (El Idrissi et al.,
2001). En México la cepa RB51 fue aprobada desde 1998 para ser usada en ganado bovino,
misma que ha sido evaluada en cabras y ovejas en condiciones controladas y de campo con
buena proteccion contra el desafio experimental con B. melitensis, aunque se especula que
la proteccion conferida pudiera ser menor que la obtenida con la cepa Rev — 1, pero tiene la
ventaja indiscutible de que no produce interferencia diagnodstica post-vacunacion en la
serologia convencional (Villa et al., 2008; Martinez et al., 2010). Debido a la necesidad de
contar con alternativas para controlar la enfermedad en las zonas endémicas, se busca
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desarrollar cepas de sobreexpresion de antigenos especificos para inducir una respuesta
inmunitaria mayor y mas eficaz; asi, se ha demostrado que la sobreexpresion de Cu/Zn SOD
(Superdxido dismutasa) en modelos murinos, manifestd una mejor proteccion frente a la
infeccion experimental por B. abortus, con una proteccion igual o mejor que la inducida por
Rev-1, contra la infeccion por B. melitensis (Shurig et al., 2002; Solorio-Rivera et al., 2007);
no obstante, no se cuenta con informacion del uso de la cepa en animales domésticos sobre
la seroconversion y eficacia, entonces el objetivo del presente estudio fue determinar la
prevalencia de Brucella spp. en rebafios caprinos y determinar la seroconversién en animales
vacunados con Rev-1 (B. melitensis), RB51 y RB51-SOD (B. abortus) para estimar
seroconversion inducida y de forma indirecta, nivel de proteccién conferido en las hembras
susceptibles.

Materiales y Métodos

El estudio es un ensayo clinico de fase lll, realizado de septiembre a diciembre de 2016 para
evaluar la seroprevalencia y seroconversion de rebafios caprinos positivos a brucelosis en la
comunidad de Xaltepec, municipio de Perote, Veracruz, México, por las vacunas Rev — 1 de
Brucella melitensis; RB51 y RB51 — SOD de Brucella abortus. Para ello, se estim6 el nimero
de animales con el programa Win Episcope Ver. 2.0, para una prevalencia para Veracruz
notificadada por Roman et al. (2017) de 0.52% en cabras, un intervalo de confianza de 95% y
un error del 5%. El tamafio minimo de muestra fue de 72 cabras por bloque y cepa; cada
bloque estuvo integrado por grupo vacunal (36) y grupo control (36). Los grupos se integraron
por cabras mayores de 3 meses, seronegativas a brucelosis y nunca vacunadas; los
animales positivos a brucelosis se mantuvieron en los rebafios para exposicion permanente
al resto. A las hembras de los grupos vacunados de cada bloque, se les aplicaron 2 mL de la
vacuna por via subcutanea en el lado izquierdo del tercio medio del cuello. El primer bloque
la cepa Rev — 1 de Brucella melitensis a dosis de 1 — 2x10° UFC; el segundo la cepa RB51
de Brucella abortus, recibié 3x10® a 3x10° UFC vy el tercero con RB51 — SOD de Brucella
abortus a dosis de 3x10® a 3x10° UFC. Cada bloque tuvo su grupo control que recibieron 2
mL de Solucion Salina Fisiolégica, via subcutanea en la region del cuello. Se realizo
muestreo inicial para identificar la seroprevalencia de los rebafios y después de seguimiento
a los 30, 60 y 90 dias post-vacunacion, a través de muestra sanguinea colectada de la vena
yugular de cada uno de los animales con tubos vacutainer sin anticuagulante (BD Vacutainer
Oxford, UK); después, se colocaron en hielera con refrigerantes para mantenerlos a
temperatura de 4°C y transportarlos al laboratorio. Las muestras se centrifugaron a 1000 g x
por 10 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, los sueros se colocados en viales
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Eppendorf y se congelaron a -20°C para su posterior andlisis. La seroprevalencia inicial de
los rebafios, asi como la seroconversion en los tres bloques utilizados se hizo con pruebas
diagndsticas en serie; aglutinacion con Rosa de Bengala al 3% (RBPT) como tamiz e
Inmunodifusion Radial Simple (SRD) como confirmatoria (Garin—Bastuji et al., 2006; Rahman
y Baek, 2008). El andlisis se calcul6 por epidemiologia descriptiva (seroprevalencia de
brucelosis inicial y seroconversion producida durante el periodo de observacion). Las
diferencias entre grupos y la significancia de asociacion, se realiz6 por andlisis de datos
categodricos (Xi?) y el grado de asociacién por Riesgo Relativo (RR) (Thrusfield, 2005).

Resultados y discusion

El Cuadro 1, muestra la seroprevalencia inicial de Brucelosis en Xaltepec que corresponde a
los tres bloques, con prueba RBPT, que resultd 22.1, 26.1 y 16% (ICos% 16.5 — 28.9, 19.9 —
33.2 y 11.1 — 22.3, respectivamente), pero al confirmarse por SRD, se redujo a 0.5, 1.1y
2.2% (1Ce5% 0.3 — 3.4, 0.1 — 4.3 y 0.7 — 5.9), respectivamente; y asi la prevalencia general fue
1.2% (ICos% 0.5 — 2.7).

Cuadro 1. Seroprevalencia de Brucelosis en rebafios caprinos de Xaltepec, municipio de Perote,
Veracruz, México.

RBPT SRD
Blogue/Cepa  Muestra Positivo Prev(zg/lsncia Closw Positivo Prev(%/lsncia Closw
Rev -1 185 41 22.1 16.5-28.9 1 0.5 0.3-34
RB51 180 47 26.1 19.9 - 33.2 2 1.1 0.1-43
RB51 -SOD 181 29 16.0 11.1-22.3 4 2.2 0.7-5.9
Total 546 117 21.4 18.1-25.1 7 1.2 0.5-27

RBPT, Prueba de Rosa de Bengala al 3%. SRD, Prueba de Inmunodifusiéon Radial simple.

El Cuadro 2, muestra los datos de seroconversién en cabras vacunadas a los 30, 60 y 90
dias post-vacunacion. Con la cepa Rev — 1 a los 30 dias fue de 77.7% (ICes% 61.9 — 88.2); a
los 60 y 90 dias, de 72.2% (ICos% 56.0 — 84.1) y 63.8% (ICes% 47.5 — 77.5), respectivamente;
pero a las 12 semanas pos-vacunacion mas del 50% de los animales vacunados
permanecian positivos a la prueba RBPT. Las hembras vacunadas con RB51 y RB51 — SOD,
durante el periodo de evaluacién solo uno y dos animales fueron positivos, respectivamente a
RBPT (ICos% 0.4 —14.1y 1.5 — 18.1, respectivamente).
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Los animales no vacunados resultaron negativos a las pruebas seroldgicas. Los sueros
positivos a RBPT, fueron confirmados con la prueba SRD a los 30, 60 y 90 dias post-
vacunacion; asi de los vacunados con cepa Rev — 1 a los 30, 60 y 90 dias, solo se confirmé
un animal, y eso representd 2.7% (ICes% 0.4 — 14.1) de las cabras vacunadas; en cambio,
todos los vacunadas con RB51 y RB51- SOD fueron negativas (Cuadro 3). 1(2.75%) de las
cabras vacunadas con Rev — 1, se infectd durante el estudio. Un animal vacunado con cepa
RB51 y dos con la cepa RB51 — SOD, expresaron anticuerpos que fueron identificados por
RBPT, pero fueron descartados por SRD.

La seroprevalencia general de Brucelosis en los rebaios en estudio fue 21.4% (ICos% 18.1 —
25.1) con prueba RBPT como tamiz y con prueba confirmatoria SRD fue 1.2% (ICes% 0.5 —
2.7), que son prevalencias similares a las encontradas por Roman — Ramirez et al. (2017) en
14 municipios de la zona centro del estado de Veracruz de 18.18% y 0.59%,
respectivamente; y es mayor a la seflalada para rebafios caprinos del estado de Michoacan,
México, donde la seroprevalencia a nivel animal fue del 9.8% (ICss% 8.8 — 10.7) (Solorio —
Rivera et al.,, 2007). Lo anterior muestra que los rebafios ubicados en la comunidad de
Xaltepec, municipio de Perote, Veracruz, México son animales expuestos a la brucelosis y las
condiciones de manejo generan oportunidad para la permanencia de la infeccién; también es
necesario valorar la cepa vacunal que se utiliza en los programas de erradicacion de la
brucelosis, porque demuestra que mas del 20% de animales reaccionaron a la prueba tamiz,
pero no son animales infectados (Blasco y Molina- Flores, 2011; Coelho et al., 2013; Ali et al.,
2015). Al evaluar la seroconversion, los animales vacunados con cepa Rev — 1 mostraron
77.7% (ICos% 61.9 — 88.2), 72.2% (ICes% 56.0 — 84.1) y 63.8% (ICes% 47.5 — 77.5), a los 30, 60
y 90 dias post — vacunacion; esto coincide con lo reportado por Blasco et al. (2011) quienes
sefialan que la vacunaciéon con dosis completa (1 x 10° UFC) provoca interferencia
diagndstica y dificulta la aplicacion de la vacunacion como Unica alternativa en programas de
erradicacion de brucelosis en los rebafios caprinos. Los sueros positivos a RBPT se
sometieron a confirmacion con SRD, donde solo un animal resultd positivo, que representa
2.7% (ICes% 0.4 — 14.1), y puede indicar que la vacuna no lo protegié o bien que el animal
estaba infectado antes de la vacunacion, a pesar de que resultdé negativo a la prueba inicial.
Los animales vacunados no fueron desafiados a una dosis controlada de Brucella melintesis,
el desafio fue por exposicion natural en los rebafios infectados; y representa que los
animales seroreactores pueden procesar el agente y mantener una condicion de animal
reaccionante a pruebas serodiagnoésticas, pero no infectado de brucelosis (Martinez et al.,
2005; Roman — Ramirez et al., 2017). Dentro de los grupos de cabras vacunadas con las
cepas RB51 y RB51 — SOD, 2.7% (ICes% 0.4 — 14.1) y 5.5% (ICes% 1.5 — 18.1) reaccionaron a
RBPT durante el periodo de la evaluacion, respectivamente; pero al someterse a SRD,

resultaron negativas. La cepa RB51 se usa oficialmente para la vacunacién solo de hembras
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bovinas, es una cepa mutante rugosa, no induce respuesta de anticuerpos anti-LPS, permite
el uso de pruebas seroldgicas convencionales para el diagnostico de brucelosis en los
animales, y se considera que su uso es seguro en pequeios rumiantes (Yang et al., 2013).
La cepa RB51 — SOD, se obtuvo para generar la sobreexpresion de una proteina
periplasmica del antigeno protector conocido como Cu/Zn SOD (Superoxido dismutasa), que
provoca la respuesta celular inmune por linfocitos T cooperadores tipo Thl y la proteccion
contra la cepa de B. abortus 2308, que se ha demostrado en modelos murinos (Ofnate et al.,
2003). De las hembras vacunadas con esta cepa, dos de las 36 (5.5%; ICes% 1.5 — 18.1)
seroconvirtieron segun la RBPT, pero al someterse a SRD también resultaron negativos, esto
es indicativo de que los animales fueron capaces de procesar la Brucella spp. y establecieron
una respuesta inmune que generd la produccién de inmunoglubulinas contra la cepa de
campo que se pudieron identificar por la prueba tamiz (Dorneles et al., 2015), pero la RB51 —
SOD indujo en efecto la activacion de macréfagos a través de los linfocitos Thl que
protegieron a las cabras. Olsen et al, (2009) realizaron la evaluacion de la cepa RB51 — SOD
en bisontes, que resulté menos eficaz que la RB51 para proteccion contra el aborto y la
infeccion uterina en esa especie (Goodwin y Pascual, 2016).

En el estudio que aqui se describe, para el caso de las cepas RB51 y RB51 — SOD, que son
cepas de B. abortus, algunos animales resultaron positivos solo a la prueba tamiz, lo que
pudo descartarse mediante prueba de SRD, identificAndose como negativos a brucelosis. En
respuesta al objetivo de la evaluacién de las cepas, se destaca que la seroconversion de la
cepa Rev — 1 en rebafios infectados, es similar a lo obtenido por otros autores (Blasco y
Molina — Flores 2011), mayor de la que resulté con las cepas RB51 y RB51 — SOD vy
representa que se tengan que realizar pruebas confirmatorias a 45.3% de los animales
integrantes de la muestra durante el periodo de la evaluacion, e incrementa el costo del
diagndstico (Dorneles et al., 2015; Goodwin y Pascual, 2016).

Las vacunas de ingenieria representan el futuro para el control de la brucelosis, una de las
zoonosis de mayor importancia; no obstante, se necesitan estudios para desarrollar y evaluar
su comportamiento sobre las vacunas actuales en términos de seguridad, eficacia y otras
caracteristicas deseables a nivel de campo.

Conclusiones

La caprinocultura de la comunidad de Xaltepec, municipio de Perote, Veracruz, México es
afectada por la Brucelosis, con una seroprevalencia de 1.2%.

La expresion de la seroconversion en los animales vacunados con cepa Rev-1 de B.
melitensis, fue mayor al 50% durante las primeras 12 semanas post-vacunacion; superior a la
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mostrada por los animales vacunados con RB51 y RB51 — SOD de B. abortus, lo que pone

en ventaja a estas Ultimas sobre la primera, porque la seroconversién genera confusion

diagndstica con las pruebas serolégicas convencionales y consideradas como oficiales para

la Campafia Nacional contra la Brucelosis. Con los resultados obtenidos, es necesario

continuar con la evaluacion de la seroconversion y eficacia vacunal de las cepas durante el

tiempo util de las cabras.
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