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RESUMEN

La brucelosis caprina es una zoonosis distribuida mundialmente, causa generalmente
orquitis en machos y abortos en hembras, afecciones en las que se liberan cantidades
importantes de bacterias lo que favorece su transmigién a otros animales de la misma o
diferente especie, incluyendo al hombre. Para controlar y prevenir la propagacién, se
requieren pruebas lo suficientemente sensibles y especificas que permitan la deteccién
temprana y la remocién de los animales portadores del patégeno. Ante la necesidad de
implementar estas pruebas diagnésticas, se planteé un ensayo clinico que involucrd
cuatro técnicas (dos en experimentacién y dos oficiales), se compararon entre si para
detectar la presencia de Brucella melitensis durante las primeras etapas de la infeccion
en fluidos, secreciones y exudados de caprinos inoculados experimentalmente. Se
utilizaron las pruebas de a).- rosa de Bengala (RB) al 3 y 8%, b).- cultivo, y c).- Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) con dos modificaciones: PCR directa y PCR seminested.
Se tomaron muestras de sangre, leche, saliva, heces, orina, exudados ocular, nasal, y
vaginal en diferentes tiempos, por un periodo de ocho meses postinoculacién, a dos cabras
gestantes (cabras "A" y "B") inoculadas con B. melitensis. La prueba de PCR seminested
detectd la bacteria en la sangre de los dos animales a los cuatro dias postinoculacién,
mientras que la PCR directa a los 13 dias. E1 RB al 3% fue positivo a los 12 dias
postinoculacién en el animal "A" y a los 16 en el "B". El RB al 8% detect anticuerpos
contra Brucella a los 18 dias postinoculacién en ambos animales. En cinco de 80
hemocultivos se aislé B. melitensis que correspondieron a muestras tomadas en fechas
cercanas al aborto o parto de los animales. En exudado vaginal se detecté la bacteria por
PCR seminested a los 20 dias postinoculacién en la cabra “A" y a los 22 en la "B",
mientras que por PCR directa a los 22 y 29 dias respectivamente. En leche, la prueba de
PCR directa detectd al microorganismo continuamente durante el periodo de lactanciaen
ambos animales y por cultivo se aislé la bacteria en fechas discontinuas en el animal “B”.
En el 94% de los tejidos y fluidos analizados se detect6 la bacteria por PCR directa, en
cambio por cultivo sélo se logré el aislamiento en el 37% de las muestras. Del total de
muestras analizadas, codgulo de cavidad cardiaca fue siempre positiva por PCR directa y
cultivo. Se concluye que la prueba de PCR seminested logré detectar la bacteria en la
sangre de los animales antes que la PCR directa y RB al 3 y 8%. Una vez que la PCR
directa y PCR seminested de sangre resultaron positivas, continuaron detectando la
bacteria en forma continua, contrastando con la inconsistencia de las reacciones de
aglutinacién. Este ensayo clinico mostré la utilidad de las pruebas moleculares para la
deteccion de la bacteria en etapas iniciales de una infeccion y ademés permiti6 identificar
los fluidos y tejidos ideales para estudios futuros.



Capitulo 1
INTRODUCCION

La brucelosis caprina, es una zoonosis que constituye hoy en dfa uno de los problemas
sanitarios mas importantes en diversas regiones del mundo (23, 60, 74). Esta
enfermedad es causada principalmente por Brucella melitensis, aunque también
B. abortus se ha encontrado que ocasiona infecciones en caprinos (3, 20, 65, 67, 74).
Las brucelas son cocobacilos cortos (0.6-1.56 mm por 0.5-0.8 mm), gram negativos,
anaerobios facultativos, inméviles, no capsulados ni esporulados, que forman, cadenas
cortas 6 se encuentran aislados. Son pardsitos intracelulares con capacidad de invadir
los tejidos y muestran preferencia por los 6rganos reproductores, articulaciones,
huesos y el sistema reticuloendotelial con una fuerte tendencia a establecer procesos

crénicos (70, 108).

Desde el punto de vista epidemiolégico se le considera como una zoonosis, pues
se transmite entre especies susceptibles silvestres 6 domésticas y de éstas al hombre.
Las infecciones en los animales, generalmente ocasionan abortos en las hembras y
orquitis en los machos, que liberan al ambiente importantes cantidades de bacterias,
favoreciendo con ésto la transmisién de la enfermedad inter e intra-especies (60). El
patégeno puede ser aislado a partir de carnes contaminadas y productos l4cteos sin
pasteurizar provenientes de animales infectados, asf como de muestras clinicas,

productos abortados 0 membranas fetales (16, 60, 72).

En el sector pecuario, la brucelosis es una enfermedad de gran impacto, ya que
ocasiona hasta un 65% de abortos en vacas, cerdos, ovejas y cabras, causa una

disminucién en la produccién de carne y leche y dificulta la comercializacién del



ganado, su mejoramiento genético e incrementa los costos de operacién de hatos

completos (10, 53).

En nuestro pafs, la brucelosis estd4 distribuida en todas las entidades
federativas, siendo m4s frecuente en Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leén, Tamaulipas,
Guanajuato, Jalisco y Michoacén (60). Para 1994 Zavala-Trujillo (107 265) reporté que
la incidencia de brucelosis en cabras en México, fué entre el 15 y 40%, este mismo
autor reporté una morbilidad en la poblacién mexicana que oscilaba en un radio de 2.8
por 100,000 habitantes, encontrdndose la incidencia m4s alta entre los 25 y 44 aiios de
edad. Para 1996 la Secretarfa de Salubridad y Asistencia (SSA) publica la tasa mas
alta de morbilidad en humanos para los estados de Guanajuato y Sonora y coincide

también con los dates de Zavala-Trujillo respecto al grupo de edad mads afectado (25).

Aunque se han identificado todos los elementos necesarios para el control y
erradicacién de la brucelosis tanto en humanos como en animales, una de las
principales limitantes para su aplicacién es la dificultad para lograr un diagnéstico
confiable y oportuno. Los métodos actuales para el diagnéstico, como son el cultive y la
serologia, atin tienen limitantes para lograr un diagnéstico seguro y adecuado (46). El
hemocultivo, adem4s de representar un riesgo de contaminacién para la persona que
lo realiza, se requiere de un periodo de incubacién largo para la multiplicacién y
aislamiento de la bacteria, lo que lo hace tardado y poco exitoso. La presencia de
Brucella puede detectarse s6lo después de 13.6 dias y su sensibilidad se ha estimado
ser de tan sélo el 70% (41, 63). Los métodos serolégicos, que son ripidos y
relativamente f4ciles de realizar, tienen la desventaja de poseer una sensibilidad
limitada y poca especificidad, ademés de que no siempre permiten detectar infecciones
tempranas o latentes ni distinguir los animales enfermos de los vacunados o
recuperados (12, 28, 54, 71, 80).



Como se puede apreciar, en lo que respecta al diagnéstico de la brucelosis
animal y en particular, la caprina, es muy importante contar ya con tecnologia
diagnédstica de vanguardia que aporte soluciones a corto plazo y contribuya con esto
al control y erradicacién de esta zoonosis, que por un lado limita la produccién y
comercializacién de productos pecuarios y por otro afecta directamente la poblacién
rural, urbana y profesional.

A partir de los 90's, se han utilizado las herramientas de la Biologia Molecular
en el campo de la Microbiologia. Técnicas como la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y modificaciones de ésta (PCR seminested), permiten amplificar
fragmentos especificos de DNA de un microorganismo, avin cuando el nimero de
copias de la secuencia buscada sea muy pequeiio y esté mezclado con otros genomas (6,

15, 81, 94),

En el caso particular del género Brucella, varios grupos de investigacién han
desarrollado protocolos para amplificar mediante PCR directa, secuencias de DNA de
cepas de referencia con la finalidad de establecer métodos de diagnéstico rdpido (13,
14, 33-35, 45, 55, 87), sin embargo existen sélo tres referencias sobre su aplicacién

directa en muestras de campo. (67, 64, 88).

A partir de 1993 en nuestro pais, se ha utilizado la técnica de PCR directa para
el diagnéstico rapide de brucelosis al emplear muestras de diverso origen. Se ha
reportado la deteccién de B. abortus en sangre de bovinos lecheros (64) y B. melitensis
en sangre y leche de caprines, encontrdndose una sensibilidad y especificidad absoluta
mucho mayores que las pruebas seroldgicas (56, 57, 65). También se ha empleado la
prueba de PCR seminested para detectar la presencia de Brucella en muestras de

sangre de humanos (58).



Al ver que tanto PCR directa como PCR seminested son pruebas moleculares
versitiles que estdn teniendo impacto en la deteccién de agentes infecciosos, y
apoydndonos en los trabajos antes mencionados (56, 57, 58, 64, 65), donde se detectan
especificamente las diferentes especies y biovariedades del género Brucella, se plante6
este ensayo clinico para determinar la capacidad diagnéstica de las técnicas de PCR
directa, PCR seminested, serologia y cultivo para la detecci6n temprana de la
brucelosis caprina, a partir de fluidos, secreciones, exudados y tejidos de animales

inoculados con B. melitensis exprofeso.

De esta manera, se pretende determinar en que tipos de muestras y qué técnica
o técnicas permiten la deteccién de Brucella spp. en forma rdpida y especifica en la
etapa inicial de la infeccién. Esta deteccién temprana puede ser ttil para identificar
animales infectados, los que deberén ger eliminados y asi evitar la diseminacién del

padecimiento.

Por todo lo anteriormente descrito, se propone la siguiente hipé6tesis y objetivos.

1.1.- Hipotesis.
En un ensayo clinico y mediante pruebas moleculares, es posible detectar en las
etapas iniciales y avanzadas de la infeccién, 1a presencia de Brucella melitensis en

fluidos, secreciones y exudados de animales infectados con este patégeno.



1.2.- Objetivo general.
Detectar Brucella melitensis en fluidos, secreciones y exudades de caprinos

inoculados, en etapas iniciales y avanzadas de la infeccién.

1.3.- Objetivos especificos.
1.3.1.- Provocar brucelosis en hembras de caprinos gestantes, mediante la inoculacién

de B. melitensis.

1.3.2.- Determinar comparativamente en que etapa postinfeccién es detectada

B. melitensis por medio de PCR directa, PCR seminested, serologia y cultivo.

1.3.3.- Determinar la distribucién de B. melitensis en fluidos, secreciones y exudados,
mediante las pruebas moleculares aquf propuestas y compararlas con los

resultados microbiolégicos.

1.3.4.- Determinar los sitios de diseminacién de la bacteria, (una vez establecida la
infeccién) en ¢rganos y fluidos intracorporales, usando PCR directa, cultivo y
observaciones de cortes histolégicos.

1.3.5.- Implementar metodologias rdpidas y simplificadas de extraccién de DNA para
el diagnéstico de Brucella spp. en muestras de campo.



Capitulo 2
ANTECEDENTES

2.1.- Aspectos histéricos de la brucelosis caprina.

Pacheco y Thiago de Mello, 1956 (79) citados por Crespo (23), mencionan que durante
la segunda mitad del siglo XIX, se iniciaron los esfuerzos para diferenciar y aislar el
agente etiol6gico de una enfermedad que afectaba a los habitantes de la isla de Malta,
situada en la zona del Mediterraneo. Se trataba de un proceso patolégico febril, de
dificil delimitacién clinica, cuya sintomatologia habitualmente se confundia con la de

las fiebres tificas y paratificas, con consecuencias de incapacidad y muerte.

Marston, médico de la marina inglesa estacionada en la isla de Malta, fue el
primero en caracterizar en 1860 esta enfermedad, diferencidndola claramente de otros
procesos febriles y la llamé "fiebre intermitente géstrica del Mediterrdneo®. La
etiologfa totalmente desconocida para entonces, se atribuia a diversas causas y la
sinonimia del padecimiento estaba relacionada con su sintomatologia o su toponimia,
de ahf que tuviera una gama de denominaciones muy amplia como por ejemplo:
"Fiebre de Malta", “fiebre remitente","fiebre tifomalarial", "fiebre Mediterrdnea",
"fiebre de las rocas", "fiebre de Gibraltar" y "fiebre ondulante", entre otras (61).

Para finales del siglo pasado, las tropas britdnicas destacadas en la isla de
Malta necesitaban la presencia de médicos que atendieran a los soldados afectados por
la mencionada enfermedad, que producia incapacidad y muerte. Para solucionar el
problema, llegé un médico de la armada britdnica llamado David Bruce, quien
comenz6 a realizar investigaciones al respecto y para 1887 consiguié aislar el

microorganismo del bazo de cuatro soldados fallecidos a consecuencia de la



denominada "fiebre de Malta" y lo llamé Micrococcus melitensis, advirtiendo que
podria ser la causa de la "fiebre de Malta", Spink, 1956 (101) citado por Crespo (23).
Aquel mismo afio (1887), Huges confirmé los estudios de Bruce mediante la realizacién
de nuevos aislamientos del mismo microorganismo (61).

Diez afios m4s tarde (1897), Wright introdujo la prueba de la seroaglutinacién
en tubo (SAT) al diagnéstico de la septicemia causada por M. melitensis, que a la fecha
sigue utilizdndose con algunas modificaciones (61). Los estudios de este investigador,
conjuntamente con los de Bruce y Huges, dejaron perfectamente establecida la

etiologia de lo que hoy conocemos como "brucelosis”.

Para 1904 nada se sabia atin sobre la epidemiologfa de M. melitensis y tanto los
habitantes como los soldados ingleses destinados en la isla de Malta seguian
muriendo. Con la finalidad de solucionar el problema el gobierno Inglés creé "La
Comisién de la Fiebre del Mediterrdneo” integrada por David Bruce, T. Zammit, H.
Kennedy, J. C. Weir, J. G. Mc.Cullogh y E. M. A. Clayton. Spink 1956 (101), citado por
Crespo (23).

El 14 de junio de 1905, el médico T. Zammit efectué inoculaciones
experimentales de M. melitensis en cabras Maltesas. Como medida cientifica previa a
la inoculacién, realizé pruebas de seroaglutinacion (SAT) a los sueros de los animales
seleccionados y cinco de las seis cabras dieron una fuerte reaccién serolélogica
positiva, ademés de que se logré aislar el microorganismo de una de ellas. Después se
establecié la eliminacién del microorganismo en leche y se demostré con ésto, el
mecanismo de transmisién al hombre y en consecuencia su cardcter zoonético (61).
Estos importantes descubrimientos abrieron las puertas a numerosas investigaciones
epidemiolégicas y para 1906 en la isla de Malta se decreta la prohibicién absoluta del



consumo de leche y sus derivados en establecimientos gubernamentales, lo que
produjo una baja considerable en el niimero de casos de la enfermedad entre las tropas
ahi destacadas, pero no en la poblacién civil, Ninguna otra prueba podia ser mas
convincente de que la enfermedad era contraida por la ingestién de 14cteos obtenidos
de animales enfermos, Spink, 1956 (101) citado por Crespo (23).

A finales del siglo XIX surgieron nuevos descubrimientos bacteriolégicos
relacionados con la brucelosis. Asf en 1897, B. Bang y V. Stribolt, identificaron a un
organismo que inducia abortos en vacas y lo denominaron Bacillus abortus. Al
trastorno se le conoci6 como "enfermedad de Bang” y nunca se le relacioné con la fiebre
de Malta, debido a que la morfologia descrita para esta bacteria era diferente que la

reportada para Micrococcus melitensis (61).

En 1914, Traum aislé una nueva especie de Brucella a partir de fetos de
porcinos y lo denominé American melitensis. El microorganismo se parecia
morfolégicamente a Bacillus abortus, aunque diferia en algunas caracteristicas

bacteriolégicas, actualmente es conocida como Brucella suis (61).

Alice Evans en 1918 confirmé experimentalmente las estrechas relaciones
taxonémicas entre Bacillus abortus y Micrococcus melitensis, consider6 para ello
caracteristicas bacteriol6gicas, serol6gicas y aspectos epidemiolégicos. También logré
aiglar e identificar Bacillus abortus a partir de leche de vacas y la nombré Bacteraceae
abortus. Esta autora propuso un nuevo nombre para la "fiebre de Malta" y la llamé
"Brucelosis” en honor de David Bruce. Teniendo en consideracién todos estos
antecedentes, Meyer y Show en 1920 propusieron a la "Sociedad Interamericana de

Microbiologfa", la creacién de un nuevo género bacteriano, al que denominaron



Brucella, y que inclufa las dos especies caracterizadas por Alice Evans, integriandose
posteriormente B. suis (61)

A partir de la década de los 508 se fueron integrando a este género bacteriano
nuevas especies. Asf en 1953, Buddle y Boyes en Australia, a la vez que Simmons y
Hall en Nueva Zelanda, identificaron otro miembro del género Brucella a partir de un
proceso patolégico conocido como epididimitis contagiosa del carnero y lo lamaron
Brucella ovis. Por otra parte Stoenner y Lackman en 1957, aislaron la quinta especie a
partir de la rata del desierto (Neotoma lepidae), a la que denominaron Brucella
neotomae . Finalmente, en 1966, Charmichael y Bruner describieron la vltima especie
de éste género hasta hoy conocida, reportdndola como el agente causal de un brote de
abortos en cdnidos y la denominaron Brucella canis (23, 61).

2.2.- Origen y distribucién geogrifica de Brucella spp.

Son muy diversas las teorias acerca de la epidemiologia de la brucelosis, puesto que la
mayor parte de las especies estdn presentes en mayor o menor grado en los cinco
continentes. Para la mayoria de los especialistas, El mediterrdneo constituye, gin
lugar a dudas el punto de origen de la enfermedad, a partir del cual se fue
extendiendo por todo el mundo. Se cree que la aparicién de numerosos casos del
padecimiento en el hombre, en miltiples regiones del continente europeo como
Espaiia, se debi6 a la importacién de cabras Maltesas, ya que no existia en este pafs
una legislacién que prohibiera la importacién de estos animales ni laboratorios que
confirmaran la enfermedad. Sans Egania, 1942 (98) citado por Crespo (23).

Sotillo y Serrano, 1985 (100), comentan que la raza caprina existente en la isla
de Malta (raza Maltesa) es autdctona, de aptitud lechera y probablemente descienda



de la raza del cercano oriente y Africa. Debido al prestigio como productora de leche, el
macho cabrfo de esta raza era tradicionalmente solicitado en todo el mediterrdneo con
la finalidad de mejorar la produccién ldctea de otras razas. Asf, su drea de distribucién
se extendié por todo el Mediterrdneo e inclusive a otros paises de continentes
diferentes.

Comenta Sdins Moreno, 1987 (96), citado por Crespo (23), que en el afio de 1814
en Espafia, se describié una enfermedad con la sintomatologfa cldsica de la brucelosis
en Cartagena, otros médicos observaron también varios casos clinicos similares en
distintos lugares de Espaina. Comenta este mismo autor (96), que uno de los pioneros
que estudi6 la enfermedad a profundidad fue Durdn Cortés y para 1906 publicé los
primeros aislamientos de Micrococcus melitensis. En Francia, la enfermedad fue
reportada por primera vez en el ailo de 1908, en la ciudad de Paris, en cabras
enfermas procedentes de Mauritania que contagiaron a sus propietarios. Para 1910 en
el departamento de Gard, Francia, se realizaron investigaciones epidemiolégicas a
consecuencia de numerosos abortos en cabras. En este pafs se crefa que la brucelosis
se limitaba solo a ciertos lugares y a humanos, ademé4s de detectar la enfermedad en

las cabras, también se localizé en carneros, perros y caballos.

En el continente americano, no se ha podido precisar dénde aparecié la
enfermedad por primera vez, pero varios autores como Garcfa Carrillo, 1990 (39),
estiman que su introduccién se remonta a la época de la conquista espaiiola, cuando
llegaron animales domésticos procedentes de Espaifia y otros pafses europeos. Se
desconoce también cémo se introdujo la enfermedad en Estados Unidos de
Norteamérica, y mientras algunos autores la atribuyen a la importacién de cabras
procedentes de Asia Menor en 1867, otros estiman que se debi6 al ingreso de cabras

espaiiolas y Maltesas que llegaron de Sudamérica. Sin embargo, ya se habian
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reportado cuadros de brucelosis en abortos bovinos en los estados de Mississipi y
Louisiana. El primer caso humano diagnosticado en los Estados Unidos, tuvo lugar en_
1906. Le siguieron después varios reportes de casos de militares estadounidenses
procedentes de Cuba, Filipinas y Puerto Rico, de los cuales se aislé Micrococcus
melitensis (40).

En la actualidad la brucelosis tiene presencia en América Latina, donde
destacan México, Peri, Brasil, Panam4, Colombia Venezuela, Uruguay y el norte de
Argentina (39, 105). En México, Ruiz Castaiieda, 1986 (90), menciona que la brucelosis
se introdujo por la importacién de cabras espanolas de raza "Murciana" que se trajeron
con la intencién de mejorar la produccién lactea de las ya existentes. De acuerdo a
Diaz-Aparicio (27), los primeros indicios de la presencia de la brucelosis en cabras en
México, datan del afio de 1917 en los estados de Guanajuato y San Luis Potosi.
Actualmente esta enfermedad se encuentra distribuida en todas las entidades
federativas de nuestro pais siendo m4s frecuente en los estados de Chihuahua, Nuevo
Leén, Coahuila, Tamaulipas, Zacatecas, San Luis Potosi, Querétaro, Guanajuato y
Michoacén (60), que son dreas que comparten climas semidridog muy similares, con
hébitos de agricultura también parecidos (39, 61).

Aunque la existencia de numerosos abortos en el ganado produce notables
pérdidas econémicas, en el pasado éstos eran atribuidos a la ingestién de algunas
hierbas, sin embargo actualmente sabemos con certeza que entre la variada etiologia
infecciosa del aborto, un alto porcentaje de estos es causado por Brucella spp. Es
evidente la importante influencia que los factores sociales, econémicos, zootécnicos,
comerciales y epidemiolégicos, han podido tener en la difusién de esta enfermedad a lo
largo de su historia, tanto en los paises del 4rea mediterrdnea como en el resto de los
paises del mundo. Todos estos antecedentes, permiten asegurar que B. melitensis se
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encontraba distribuida mundialmente, con anterioridad a su descubrimiento en Malta
(61).

2.3.- Caracteristicas generales del género Brucella.

Son cocobacilos cortos (0.6-1.5um por 0.5-0.8uum), aer6bicos, gram negativos, inméviles,
sin cdpsula ni esporas y dispuestos en pares, cadenas cortas 6 aislados. Poseen
metabolismo de tipo respiratorio y utilizan el oxigeno o los nitratos como aceptores
finales de electrones. Su sistema de transporte de electrones estd4 basado en la
presencia de citocromos con oxigeno (O;) o nitratos como aceptores finales de
electrones (42, 49, 69, 108). Estas bacterias son pardsitos intracelulares facultativos y
tienen la capacidad de invadir los tejidos animales. Se conocen seis especies: B .
melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis, B. canis, y B. neotomae que se diferencian en
base a pruebas fisiolégicas y segiin la especie animal a la que afectan. En base a la
cantidad de lipopolisacdrido (LPS) presente en su membrana externa, estas seis
especies se clasifican adems4s en lisas ("S") y rugosas ("R"). Por medio de tipificacién se
puede establecer un rango intraespecifico, es decir, la biovariedad dentro de cada una
de las especies. En B. melitensis se han descrito tres biotipos o biovariedades (bv), en
B. abortus siete y B. suis cinco, mientras que para B. canis, B, ovis y B. neotomae se

considera un solo biotipo en cada uno (18, 21, 69).

Cada especie posee caracteristicas fenotfpicas diferenciales que permiten

— distinguirlas entre si. La mayor{a son oxidasa y catalasa positivas (excepto B. ovis y B.
canis), no producen indol, ni licuan la gelatina, son capaces de hidrolizar la urea y
reducir los nitratos, pueden utilizar el citrato como tnica fuente de carbono y son rojo

de metilo negativas. B. ovis y algunos biotipos de B. abortus requieren diéxido de

carbono (CO;) para crecer. Dentro de cada especie se pueden diferenciar biovariedades
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por sus caracterfsticas bioqufmicas, requerimientos de CO;, crecimiento en presencia
de colorantes y ciertos antibiéticos, metabolismo oxidativo de sustratos, reacciones de
aglutinacién con sueros monoespecificos y susceptibilidad a lisis con fagos (42, 74,
105).

En el primer aislamiento, la mayoria de las cepas de Brucella son de
crecimiento lento, y las colonias comienzan a ser visibles a partir de las 48-72 h de
incubacién, aunque Roux y Arnaud, 1975 (89), por cultive de células determinaron el
tiempo de duplicacién del microorganismo, y encontraron que fue de 12 h. Algunas
cepas requieren factores de crecimiento como tiamina, niacina y biotina, otras
necesitan la adicién de suero al medio de cultive. Cabe mencionar que el pantotenato
de calcio y el meso-eritritol estimulan el crecimiento de estas bacterias. Las brucelas
son aerobias y no hemoliticas, requieren una temperatura de 20 a 40 °C con un 6ptimo
de 37 °C en medios con pH de 6.6 a 7.4. Cuando crecen sobre agar, las colonias
alcanzan los 2 0 3 mm de didmetro después de tres dias. Estas colonias son
translacidas, de color dmbar, redondas, convexas con la superficie brillante y lisa,
exhiben un caracteristico color azul cuando son iluminadas con luz incidiendo en un

éngulo de 45° (2, 8).

2.4.- Resistencia de Brucella a las condiciones ambientales.

Segin Corbel (20), este microorganismo se cultiva ficilmente "in vitro", pero fuera
de los animales que actiian como sus reservorios, es incapaz de sobrevivir por largos
periodos de tiempo. Para Nicoletti (74) también la viabilidad de Brucella en el medio
exterior es poco duradera, sobre todo en medios acuosos. Se estima un tiempo de
sobrevivencia de seis meses en polvo, 10 en agua o suelo y hasta siete meses en

exudados uterinos infectados en estado de congelacién. En el suelo y a bajas

13



temperaturas puede sobrevivir hasta por 10 semanas y en estiércol liquido por dos y
medio afios (20, 61). En leche sin pasteurizar y sin fermentar pueden sobrevivir por
algunas horas si se mantienen a temperaturas de 8 a 37 °C, pero en diferentes tipos
de leche y crema congelados asf como en queso sin pasteurizar, sobrevive por
periodos de hasta ocho semanas; sin embargo cuando los quesos estdn elaborados

bajo fermentaciones de dcido ldctico, el organismo es incapaz de sobrevivir (20).

Las brucelas presentan sensibilidad al calor y son incapaces de resistir
temperaturas superiores a 60 °C por més de 10 min, por lo tanto son destruidas por
la pasteurizacién, sobre todo cuando estdn diluidas en liquidos, pero en suspensiones
densas es dificil eliminarlas. Este microorganismo es muy sensible a las radiaciones
ionizantes, luz ultravioleta y rayos gama. Desinfectantes como el etanol,
isopropanol, formaldehfdo, hipoclorito dilufdo, iodéforos, fenol y derivados son
efectivos para descontaminar los materiales expuestos a Brucella (20).

2.5.- Caracteristicas especificas de B. melitensis.

Esta especie del género Brucella no requiere CO; para su crecimiento, no produce
4cido sulfhidrico (H,S), crece en presencia de fucsina bédsica y tionina a
concentraciones de 1:50,000. Existen tres biovariedades que se diferencian
exclusivamente por sus caracteristicas de aglutinacién con sueros monoespecificos
(bv. 1 aglutina con suero anti-M, bv. 2 con anti-A y bv. 3 con ambos sueros). Oxida la
D-glucosa, I-eritritol, L-alanina, L-asparagina y dcido L-glutdmico. No oxida L-
arabinosa, D-lactosa, D-ribosa, D-xilosa, DL-citrulina, DL-ornitina y L-lisina.
Cuando B. melitensis se encuentra en fase "S" es lisada por un fago especffico
denominado Bk, mientras que no la lisan los fagos Th, Wb, Fi, ni los del grupo R
(20).
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La diferenciacién entre la cepa patégena B.melitensis (M16) y la cepa vacunal
Rev-1, se basa en las caracteristicas diferenciales que éstas presentan cuando se hacen
crecer en medios con ciertos antibiéticos y colorantes. De tal manera que B. melitensis
M16, crece en presencia de fucsina, tionina y penicilina y la cepa vacunal Rev-1 no
crece en presencia de ningtin tipo de colorantes pero sf en medios con estreptomicina

(2, 46).

2.6.- Modo de transmisién y hospederos.

La bacteria penetra cominmente por las mucosas oculares, del tracto digestivo y
reproductor o por heridas en la piel. Entre los animales, puede ocurrir directamente
por via oral al ingerir alimentos 0 agua contaminados con orina, heces o descargas
vaginales de los mismos cuando estdn infectados, sin descartar la transmisién por via
sexual. Estd comprobado sin embargo, que la fuente de infeccién m4s importante son
los fetos y anexos fetales (60, 74, 105). Casi todas las infecciones en caprinos son
causadas por B. melitensis, aunque también B. abortus puede ocasionar infecciones

semejantes a las producidas en bovinoes (3, 21, 65, 74).

Las bacterias del género Brucella son par4sitos obligados y cada una de sus
especies mantiene siempre a un hospedero principal o habitual, en el cual encuentra
una adaptacién superior a la que puede tener en un hospedero secundario. En funcién
de la especificidad de hospedero, Corbel y Nicoletti (20, 74) hacen la siguiente
distribucién:

1.- B. abortus. Su hespedero principal es el ganado bovino y otres bévidos, sin

embargo se ha reportado que infecta camellos, venados, perros, caballos, ovejas,

cabras, cerdos y humanos.
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2.- B. melitensis. Las bacterias de esta especie afectan con una mayor frecuencia
a cabras y ovejas, pero pueden encontrarse con frecuencia en muchas otras especies
como perros, caballos, camellos, ademés de ser el agente causal mas frecuente de

brucelosis en humanos donde produce los mayores estragos.

3.- B. suis. Sus hospederos estdn relacionados con las biovariedades. Las
biovariedades 1, 2 y 3 infectan principalmente a cerdos; la biovariedad 4 es encontrada
comunmente en renos y la biovariedad 5 afecta a pequefios roedores. Todas las
biovariedades de esta especie tienen la capacidad de reproducirse y causar enfermedad

en el hombre.

4 - B. neotomae. Esta bacteria ha sido aislada vinicamente de ratas de campo y

no se ha reportado tener la capacidad de producir problemas infecciosos en humanos.

5.- B. ovis. Presenta una gran especificidad para infectar a carneros y ovejas; sin
embargo puede infectar otras especies en forma experimental. Hasta 1a fecha no est4
demostrado que pueda causar problemas en humanos, pero existen evidencias

serolégicas que indican que podria producir infecciones subclfnicas.

6.- B. canis. Las bacterias de esta especie muestran un alto grado de
especificidad hacia los canideos y ocasionalmente pueden producir infecciones en

humanos.

2- 70' Pawgeniao
En la brucelosis de pequenos rumiantes intervienen dos grupos de factores, los ligados

al agente causal y los relacionados al hospedero. Los primeros denominados factores

16



de virulencia o virulencia residual y los segundos asociados a factores genéticos
(especie, raza, susceptibilidad individual) o a factores fisiol6gicos (edad, sexo, prefiez,
nutricién) (1, 20, 74).

Brucella es un microorganismo de localizacién y multiplicacién intracelular
facultativa, que puede reproducirse tanto en el medio extracelular como en el interior
de los macréfagos y leucocitos polimorfonucleares (PMN) que la fagocitan, y tomando
en cuenta estas caracteristicas, Corbel y Nicoletti (20, 74), han dividido en cuatro fases

el desarrollo del proceso infeccioso:

a).- Primera fase.- Penetracién, migracién local y regional. Después de que el
microorganismo penetra al hospedero, a través de las vias digestivas, nasofaringeas
y/o cuténeas, utiliza a los PMN como vehfculo y migra por via linfatica hasta los
ganglios regionales donde se multiplica. Esta etapa que corresponde al perfodo de
incubacién, varia de 14 a 180 dias. El mecanismo de penetracién de Brucella en los
PMN se inicia con la opsonizacién del microorganismo con moléculas del tipo IgG y la
fraccién Czdel complemento. El reconocimiento, ingestién, formacién del fagosoma y
fusién del fagosoma-lisosoma finalizan con la muerte y digestién de la bacteria. Sin
- embargo las cepas virulentas, pueden sobrevivir y multiplicarse por largos perfodos de
tiempo dentro de los fagosomas y por lo tanto, la evolucién de la infeccién depende de
la capacidad bactericida de las células fagociticas. El1 mecanismo de supervivencia de
Brucella sp. en el interior del PMN no ha sido totalmente esclarecido, pero estudios
realizados por Caning, 1990 (17), en neutréfilos de bovinos han revelado que el 5°-
guanosin monofosfato y adenina, componentes de la membrana celular de cepas lisas,

tienen la capacidad de inhibir la unién fagosoma-lisosoma.
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b).- Segunda Fase: Diseminacién septicémica.- Se inicia a partir de los ganglios
linfiticos con una diseminacién al torrente circulatorio en nimero suficiente para
poder colonizar numerosos grupos ganglionares, as{ como el bazo, higado o la médula
6sea y provocar posteriores ondas septicémicas que coinciden con el perfodo febril del
hospedero o fase aguda. En esta fase es cuando Brucella alcanza la placenta, se

implanta en ella y provoca en ocasiones placentitis, muerte fetal y aborto.

c).- Tercera Fase: Estado de adaptacién.- Aquf se puede producir una evolucién
variable de la enfermedad, en la cual se puede presentar la fase aguda de la
enfermedad que dependerd como ya se menciond, de factores por parte del
microorganismo y/o del hospedero; asf a Brucella se le puede localizar en placenta,
glandula mamaria, articulaciones, higado, bazo o testiculos, entre otros 6rganos. En
esta fase, merecen especial atencién las hembras gestantes, ya que numerosas
investigaciones ponen de manifiesto la extremada sensibilidad de los animales en este
estado y pueden asf pasar otra vez por la segunda fase.

d).- Cuarta Fase: Autocuracién o estado de enfermedad latente.- Cuando un animal
infectado establece un equilibrio biol6gico con Brucella, y sana en forma aparente y
ademsds deja de elil.ninar el microorganismo al medio ambiente, se dice que se
encuentra en estado de infeccién latente. En el caso particular de los machos se ha
visto que pueden permanecer como portadores, en cambio las hembras pueden

desarrollar la enfermedad en la préxima gestacién.

- 2.8.- Signos clinicos y lesiones.
B. melitensis es una bacteria intracelular facultativa que tiene una marcada afinidad

por el tracto reproductivo de los rumiantes, este organismo produce una infeccién
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crénica en cabras prefiadas ya que se replica preferentemente dentro de las células
corioalantoideas de la placenta, con resultados como placentitis, muerte fetal y aborto.
La severidad de la enfermedad se acenta en los animales adultos y especialmente en
las hembras, en las cuales los sintomas que generalmente sugieren la presencia de la
bacteria son trastornos reproductivos y los abortos que se presentan dentro del tercer
tercio de la gestacién. En casi todas las infecciones hay una localizacién permanente
del microorganismo en la ubre con la consiguiente expulsién de bacterias en la leche,
se presenta también una metritis supurativa con exudado hemorragico, en el que
ademis se pueden observar superficies necréticas con intensa infiltracién de
neutréfilos, los sintomas de las infecciones genitales desaparecen dentro de los treinta
dias postparto; pero la enfermedad se puede presentar en la siguiente prefiez y se
considera ademds que dependiendo de los factores genéticos del animal, la bacteria
puede causar pirexia, pérdida de peso, artritis 0 mastitis, entre otros signos (20, 30,
74).

Hutyra (48) citado por Crespo (23) comprobé que Brucella coloniza los
cotiledones placentarios y el iitero de hembras gestantes, ahf se multiplica
activamente y se propaga entre el epitelio del corion y mucosa uterina, donde da lugar
a procesos inflamatorios y necréticos que alteran las conexiones entre la placenta fetal
y materna, de esta forma el microorganismo atraviesa la barrera placentaria y llega al
feto para establecerse en pulmén, bazo, higado, miocardio y contenido de abomaso,
obstruye la circulacién sanguinea del feto y provoca su muerte y expulsién. Corbel y
Nicoletti (20, 74) describen que el feto est4d edematoso y sus cavidades contienen
fluidos rojizos con miles de bacterias, en pulmén existe infiltracién alveolar e
intersticial difusa, edema interlobular y pleural y congestién vascular, mientras que
en el bazo se presenta una hiperplasia reticuloendotelial difusa. Enright (30) reporta

que en el macho se puede producir una orquitis con formacién de abscesos,
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epididimitis e inflamacién de los 6rganos reproductores accesorios. La orquitis puede
ger uni o bilateral y trae como consecuencia una reduccién en la fertilidad por la
disminucién del lfbido y 1a espermatogénesis. Se presentan focos necréticos en el
parénquima testicular que coalescen y en cortes histopatolégicos se observan gran
nimero de brucelas en las células necrosadas del epitelio seminal, asf como en el

lumen de los tibulos seminiferos.

2.9.- Prevencion, control y erradicacién,

La regla m4s efectiva para la prevencién de esta enfermedad es proteger las dreas
libres de este patégeno, evitar la introduccién de animales enfermos y realizar
pruebas diagnésticas a los introducidos (74). Se recomienda también eliminar los
animales infectados e implementar condiciones de higiene durante el parto, asf como
el uso de vacunas apropiadas (11).

En la actualidad se emplean vacunas de microorganismos poco 0 menos
virulentos, como la cepa Rev 1 de B. melitensis la cual ha sido usada extensivamente
para proteger cabras y ovejas; pero no puede ser clasificada como la ideal, ya que
tiene caracteristicas indeseables tales como la habilidad de infectar a humanos,
inducir infecciones persistentes en algunos animales vacunados, y puede provocar
artritis y choque endotéxico (99); en ocasiones se pueden presentar abortos o la
excrecién de las brucelas vivas en la leche, aparte de interferir con el diagnéstico

serolégico (11, 72, 74, 99).
Generalmente no se recomienda un tratamiento en animales para evitar la
drogorresistencia por parte del microorganismo, aparte de lo costoso que resultaria la

terapia y la indeseable eliminacién del antibiético en 1a leche (11, 74), atin asf existen
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reportes de tratamientos a bovinos y caprinos que pueden consistir desde una mezcla
de minerales, vitaminas y elementos traza hasta antimicrobianos tales como las
sulfonamidas o penicilinas, que pueden prevenir un aborto o disminuir la
concentracién de la bacteria (74). Otros estudios recomiendan antibiéticos de amplio
espectro tales como las tetraciclinas o las combinaciones de oxitetraciclina y

estreptomicina (74, 84).

2.10.- Métodos generales de diagnéstico en brucelosis caprina.

El diagnéstico de 1a brucelosis en animales est4 basado en diferentes aspectos como lo
son las caracterfsticas clinicas, antecedentes epidemiolégicos y pruebas diagnésticas
como la serologia y el aislamiento del agente causal (46). Las técnicas utilizadas
oscilan desde las simples hasta las m4s complejas y sensibles y ademas son similares a
las que se aplican tradicionalmente a bovinos y humanos (23). Actualmente existen
diversas técnicas para el diagnéstico de la brucelosis en animales, pero en la mayoria
de los pafses sé6lo se utilizan las que poseen caracter oficial o que han sido

recomendadas por organismos internacionales (23, 77).

Los métodos diagnéstices pueden clasificarse en dos tipos, directos e indirectos.
Los primeros como las técnicas biol6gicas, microscopicas y bacteriolégicas, se basan en
poner en evidencia la presencia de Brucella en muestras de diferente tipo obtenidas
del animal infectado. Dentro de éstos, el cultive y aislamiento del agente causal es el
método reconocido como "Gold standard" (2, 46). La mayoria de los problemas
existentes en la ejecucién de los métodos directos de deteccién se han eliminado, pero
actualmente adin permanecen algunas dificultades como lo es la factibilidad de
bioterios en el caso del diagnéstico biolégico, el bajo limite de deteccién de Brucella
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cuando se intenta el aislamiento y la escasa fiabilidad del an4lisis microscépico (el
cual debe complementarse siempre con el aislamiento del agente causal) (23, 60).

Dentro de los métodos indirectos de diagnéstico o inmunolégicos se encuentran
los serolégicos y alérgicos (intradermoreaccién), los cuales se basan en detectar
anticuerpos contra epitopos de Brucella. Son métodos muy utilizados por su rapidez,
pero su especificidad y sensibilidad no son adecuadas. La intradermoreaccién mide la
hipersensibilidad tardia hacia antigenos de Brucella y actualmente estd4 en etapa
experimental (19, 26, 46).

A nivel mundial, las pruebas diagnésticas oficiales para brucelosis caprina son
tres, de las cuales el rosa de Bengala o prueba de tarjeta y anillo en leche estdn
consideradas como pruebas tamiz, y la de Fijacién de complemento como prueba
confirmatoria (46, 77). De estas técnicas diagndsticas, la m4s utilizada es la prueba de
tarjeta a una concentracién celular del 3%, y se constituye como la prueba bésica en el
diagnéstico seroldgico de la brucelosis caprina en los laboratorios oficiales de todo el
mundo, aunque en pequefios rumiantes su sensibilidad estd estimada entre el 70 y
88%, sin olvidar la falta de especificidad reportada en multiples ocasiones, al
presentarse reacciones cruzadas con otros microorganismos (9, 24, 27, 28, 32, 52, 80,
104).

Cuando la prueba tamiz resulta positiva en cualquier momento de la vida del
animal, éste debe ser considerado como tal y en ciertos casos particulares, se
recomienda la prueba de Fijacién de complemento como técnica confirmatoria que
descarta falsos negativos (23, 46). No hay que olvidar que las peculiaridades
patogénicas de la bacteria y la reaccién del huésped influyen en el diagnéstico, por lo
que ninguna prueba inmunolégica con resultado negativo podréd afirmar que el animal



no padezca la enfermedad. Resulta variada y compleja la problem4tica actual del
diagnéstico de la brucelosis mediante técnicas serolégicas, especialmente en caprinos,
debido en parte a la insuficiente investigacién en éstas especies animales y aunado a
las dificultades econémicas acentuadas en paises en vias de desarrollo como el

nuestro.

2.11.- Importancia médico veterinaria.

Adema4s de su importancia en la salud humana, la brucelosis es una enfermedad de
gran impacto para el sector pecuario, reviste una trascendencia econémica, ya que la
incidencia de abortos causados por esta enfermedad es de hasta el 56% en vacas,
cerdos, ovejas y cabras, su importancia en el mundo se debe a que causa pérdidas en la
eficiencia reproductiva de los animales, ademAs de dificultar la comercializacién,
mejoramiento genético e incrementar los costos de operacién de hatos completos de

ganado (10, 53, 91).

Valdespino (103), menciona que en nuestro pafs durante el afio de 1992, se
estimaron pérdidas econémicas por $3.5 millones ocasionadas por abortos en cabras.
En cambio en bovinos existieron pérdidas en la produccién de leche y abortos por
$55.5 y $50.5 millones respectivamente. Zavala-Trujillo y cols. (107), reporta para

Mézxico, una incidencia de brucelosis caprina que va del 15% al 40%.

En el estado de Nuevo Le6n, Garcia y Espinoza (38) evaluaron la incidencia de
brucelosis caprina, en 64,266 cabras en un tiempo de 8 afios. Encontraron que los
municipios con alto promedio de incidencia fueron Pards y Salinas Victoria con
22.88%, le siguieron Sabinas Hidalgo, Mina, Cerralvo y Rayones con 15.2%, en los
municipios de Andhuac, Dr. Gonzélez, Agualeguas, Escobedo, Montemorelos, Garza



Garcfa y Lampazos, se detecté un promedio de 7.91% y el resto de los municipios

resultaron con menos del 5%.

La Subdelegacién de Ganaderfa local de la Secretaria de Agricultura, Ganaderfa
y Desarrollo Rural (SAGAR) reporté para el estado de Nuevo Leén, la prevalencia de
brucelosis caprina hasta el aio de 1995. Este organismo encontr6 una prevalencia del
2.38% para la zona Sur del estado, 4.15% para la zona Noreste y 1.84% para la zona
Norte (93).

Segin datos de la Subdelegacién de Ganaderfa del estado (SAGAR) (93), se
invierten anualmente mds de $ 2,000.000.00, en los programas para controlar y
erradicar esta enfermedad, en donde se ha avanzado, pero la naturaleza infecciosa de
la bacteria puede hacer perder el terreno ganado por tantos aiios, asi como el tiempo y
dinero invertidos.

Adems4s de los danos y pérdidas econémicas que tiene la brucelosis a nivel
veterinario, se considera que un animal afectado es siempre la fuente directa o
indirecta de infeccién hacia humanos en donde éstos figuran como hospederos
accidentales a la vez que terminales. Se ha visto que tanto los factores climaticos
(temperatura y precipitacién), como el tipo de produccién pecuaria y los habitos
alimenticios de los animales, son factores que han influido en Ia transmisién de la
brucelosis al hombre asi como su prevalencia. Se ha comprobado también que en
paises endémicos, la incidencia de brucelosis humana aumenta en primavera y

verano, que es donde se presenta el mayor niimero de partos y abortos caprinos (46).

En 1994 Zavala-Truyjillo (107), report6 para la poblacién mexicana una
morbilidad con un radio de 2.8 por 100,000 habitantes, acentudndose la incidencia
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m4s alta en personas de 25 a 44 afios de edad, adem4s se encontré el mayor ntimero
de casos reportados en los estados de Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leén y
Tamaulipas, asf como Guanajuato, Jalisco y Michoacdn. Para 1996, la Secretaria de
Salubridad y Asistencia (SSA) (25), report6 la tasa de morbilidad m4ds alta en
brucelosis humana para los estados de Guanajuato y Sonora y el grupo de edad mé4s
afectado fue el comprendido entre 25 y 44 aiios. Estos datos de morbilidad en los
estados, asi como los de incidencia en humanos, siguen actualmente coincidiendo con
los publicados en 1994 por Zavala-Trujillo (107), lo que revela la importancia de esta
zoonosis desde el punto de vista econémico y de salud piblica.

2.12.- Métodos experimentales de diagnéstico molecular en brucelosis
caprina.

A principios de los 90's, surgieron las primeras investigaciones relacionadas con la
deteccién molecular del genoma de Brucella spp. La nueva metodologia diagnéstica
basa su capacidad de deteccién en una herramienta de la biologia molecular conocida
como Reaccién en Cadena de la Polimerasa, la cual es capaz de detectar entre una
mezcla de genomas, una secuencia determinada de algin microorganismo en
particular (95). A nivel mundial, diferentes grupos de investigacién iniciaron los
trabajos de estandarizacién de esta metodologia para intentar la deteccién de Brucella
spp. mediante el uso de iniciadores u oligonucleétidos sintéticos disefiados con base en

secuencias genémicas diversas reportadas para este género.

Fue asf como en 1990 Fekete y cols. (34), reportaron la deteccién de Brucella
spp. cuando utilizaron iniciadores derivados del gen de la proteina de membrana
externa de 43-kDa de B. gbortus y como templado el DNA proveniente de cepas de
referencia. Dos afios m4s tarde este mismo grupo publicé la deteccién de Brucella en

25



tejidos altamente contaminados provenientes de abortos (35). Por otra parte, Kulakov
y cols. (55) intentaron el diagnéstico en cepas de referencia, y utilizaron iniciadores
basados en la misma secuencia génica del grupo anterior. En este mismo afio, Baily y
cols. (7), reportaron la deteccién de Brucella spp. en cepas de referencia, e iniciadores
derivados del gen de la protefna BCS P31 y Herman y De Ridder (45), reportaron
también la deteccién de Brucella spp., pero ellos usaron iniciadores derivados de

secuencias de insercién IS 711,

Para 1993, Martinez-Soriano y cols.(64), reportaron por primera vez a nivel
mundial la deteccién de B. abortus en muestras sanguineas de bovinos lecheros
infectados, ellos utilizaron un par de iniciadores especificos para el gen omp 2 de B.

abortus y demostraron la utilidad de esta prueba en muestras de campo.

En 1994, Bricker y Halling (13), utilizaron iniciadores derivados de las
secuencias de iﬁsercién IS 711 de Brucella, éstos reportaron la deteccién y
diferenciacién de B. abortus bv. 1, 2 y 4, B. melitensis, B. ovis y B. suis bv.1 mediante
el uso de PCR en cepas de referencia y al afio siguiente publicaron la diferenciacién de

las cepas vacunales B. abortus S19 y la mutante rugosa RB51 (14).

A finales del '95 en México, Leal-Klevezas y cols. (57), utilizaron iniciadores
disefiados con base en el gen omp 2 de Brucella spp. (64) y dieron a conocer la
deteccién de Brucella sp. en muestras de sangre y leche de caprinos infectados
naturalmente, asi como en sangre de humanos enfermos. En posteriores
investigaciones este grupo incluyé el uso de un tercer iniciador y lograron identificar
todas las especies del género Brucella asf como la comprobacién de una delecién del
gen omp 2a de 1as biovariedades 1 de B. abortus (56). Queda claro que los iniciadores
disefiados por el grupo de Martinez-Soriano y cols., en una regién especifica del gen
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omp 2, han demostrado sensibilidad y especificidad al detectar todas las especies del
género a partir de cepas de referencia y en muestras de campo, y queda pendiente la
determinacién de la utilidad de la prueba y de estos juegos de iniciadores para la

deteccién de 1a bacteria en etapas tempranas de la infeccién en animales inoculados.

Poco después Romero y cols. (87) publicaron la deteccién por medio de PCR, de
todas las cepas representativas de Brucella asf como la deteccién de Brucella en
muestras de leche positivas, ellos usaron iniciadores derivados del 16S rRNA de
Brucella (88). Para 1996, Rijpens y cols. (85), reportaron la deteccién del
microorganismo en 1 ml de leche cruda, mediante el disefio de iniciadores en la regién
16S-23S de Brucella. Por las mismas fechas Matar y cols. (66), reportaron la deteccién
de Brucella sp. en sangre de humanos, con iniciadores derivados del gen de la proteina
BCS P31. Cabe mencionar que el trabajar con las regiones 16S 6 23S tiene la
desventaja de que se corre el riesgo de amplificar partes del genoma de un gran
mimero de organismos procariotes, debido a que son regiones altamente conservadas y

adem#s multicopia.

La especificidad del PCR est4 basada en los dos tnicos iniciadores utilizados
para hibridar en sitios relativamente cercanos a la secuencia de DNA blanco bajo
condiciones astringentes de temperatura y concentraciones especificas de los
elementos de la reaccién, pero se ha visto también que un método de extraccién
deficiente, el mal disefio de iniciadores y/o condiciones de la reaccién, afecta la
sensibilidad de la prueba para amplificar el DNA blanco (73). Aunado a esto se han
reportado una serie de compuestos que en cantidades minimas pueden actuar como
inhibidores de la reaccién, entre los cuales figuran la sangre, hemoglobina,

formalina, 4cidos himicos, agentes quelantes (EDTA), detergentes (Trit6n-X100,
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SDS), metanol y etanol, en las soluciones de extraccién; metales pesados y exceso de

glicerol en las soluciones de reaccién, entre otros (62).

Con la finalidad de disminuir algunos inhibidores asf como incrementar la
eficiencia y sensibilidad del PCR, varios grupos de investigacién han introducido
modificaciones a la prueba para lograr una amplificacién exitosa del DNA blanco.
Una de las modificaciones m4s utilizadas es una técnica conocida como PCR nested o

PCR anidado, el cual permite diluir todas las posibles impurezas presentes en la

muestra de PCR (5).

La prueba se puede realizar en dos tubos o en uno sélo, cuando se realiza en
dos tubos implica agregar un primer par de iniciadores (externos) en una primera
reaccién de PCR y se deja correr por 26 a 35 ciclos. Al terminar, el tubo es abierto y
una pequefia parte del producto se transfiere a un segundo tubo que contiene,
adem4s de todos los elementos de la reaccién, el segundo par de iniciadores
(internos) que son complementarios al producto de la primera amplificaci6n, se corre
de 25 a 35 ciclos y el producto se visualiza en geles de agarosa o poliacrilamida. El
procedimiento en un tubo es similar a una reaccién de PCR pero es m4s complejo ya
que contiene los dos grupos de iniciadores (externos e internos) y aquf se tiene que
calcular muy bien 1a temperatura de hibridacién de estos dos grupos de iniciadores
(31, 36, 44, 106).

El PCR nested es una herramienta muy utilizada para la identificacién de
patégenos de interés humano, veterinario y agricola (43, 78, 82) o microorganismos
en los cuales el cultivo y el diagnéstico serolégico son dificiles, caros o no disponibles,
o también para aquellos microorganismos de lento crecimiento (4, 29) e inclusive

para estudiar la persistencia de patégenos intracelulares (47, 50, 68).
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Conociendo los alcances y limitaciones de la prueba de PCR, en este trabajo se
va a hacer uso de una modificacién a la misma, que se conoce como PCR seminested,
esta prueba tiene el mismo fundamento que el PCR nested, s6lo que uno de los dos
iniciadores (externo) utilizados en la primera reaccién de amplificacién o PCR, es
seleccionado para formar el par de iniciadores que se utiliza en la reamplificacién o

PCR seminested, o sea que aquf un iniciador es comun para las dos reacciones de

amplificacién.



Capitulo 3
METODOLOGIA

3.1.- Marcadores de peso molecular.

Se utiliz6 el DNA del pldsmido pBR322 (SIGMA) digerido con las enzimas de
restriccién Alu I o Hinf1 (GIBCO BRL). Tamaiios de 11 a 910 pares de bases (pb)
fueron obtenidos cuando el pldsmido fue digerido con la enzima Aju I, con Hinf I los
fragmentos fueron de 75 a 1631 pb. La digestién se llevé a cabo con 50 pg del DNA
plasmidico, 10 U de enzima y 20 pl de la solucién amortiguadora correspondiente, se
complet6 con agua bidestilada estéril a un volumen total de 200 ul y se incubé toda la
noche a una temperatura de 37 °C. Posteriormente se agregaron 20 ul de solucién Halt
(25 % glicerol, 0.25 % xilencianol, 0.25 % azul de bromofenol, 50 mM Tris-HCI pH 8, 50
mM EDTA, 1% SDS en agua bidestilada estéril) (97). Se conservaron a 4 °C hasta el

momento de su utilizacién .

3.2.- Testigos de especificidad.

Como testigos negativos se utilizaron DNAs extraidos de muestras sanguineas de
cabras sanas, los positivos fueron las cepas de referencia Brucella abortus S19 y B.
melitensis M16 (provenientes de la coleccién del Laboratorio Central Veterinario en
Waybridge, Gran Bretaiia), proporcionadas por la Dra. Ahidé Lépez Merino, de la
Escuela Nacional de Ciencias Biol6gicas del IPN, en México, D.F.



3.2.1.- Extraccién de DNA de testigos de especificidad.

Las muestras de sangre de las cabras sanas se procesaron segin protocolo de
extraccién del apartado 8.6.1. Para las colonias bacterianas, tomé una asada y se
resuspendi6 en 400 ul de solucién salina estéril, contenida en tubos de microcentrifuga
de 1.5 ml de capacidad. La suspensién se centrifugé 1 min a 5,000 rpm
(microcentrifuga Eppendorf 5415 C), se descarté el sobrenadante y el paquete celular
se resuspendi6 en 400 pl de solucién amortiguadora TE (10mM Tris-HCI pH 8.0, ImM
EDTA), a esta suspensién se le agregaron 200 pl de solucién de ligis total (2% Tritén-X
100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0), 200 pl de fenol saturado (0.1 M
Tris-HCl pH 8.0, 2% 2-mercaptoetanol y 0.1% hidroxiquinoleina) y 200 pl de
cloroformo-alcohol isoamflico (24:1) (97). Se agit6 por 1 min en vortex (VWR-Scientific)
y se centrifugé por 5 min a 10,000 rpm. La fase acuosa se separ6 y a ésta se le agregé
un volumen igual de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se agit6 por 1 min en vortex
y se centrifugé 5 min a 10,000 rpm. La fase superior se separ6 y a ésta se le agregaron
2.5 volimenes de etanol salado (2 % KCl en etanol 95%) y se mantuvo a -20 °C por un
minimo de 2 h.

Al término de este tiempo los tubos se centrifugaron por 5 min a 10,000 rpm, el
sobrenadante se descart6 y los tubos se colocaron en posicién invertida sobre papel
absorbente por 2 min. Una vez que se evaporaron los restos de alcohol, se agregé 1 ml
de etanol al 70%, frio. Se agit6 suavemente y luego se centrifugé por 5 min a 10,000
rpm. El sobrenadante se descarté y los tubos se colocaron en posicién invertida sobre
papel absorbente para eliminar el alcohol remanente. Finalmente, se agregé a cada
tubo 20 pl de solucién amortiguadora TE (10 mM Tris-HCI] pH 8.0 y 1 mM EDTA). Los
DNAs extrafdos se conservaron a 4 °C hasta el momento de efectuarse la PCR directa

(Fig. 1).
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3.2.2.- Reaccién de PCR directa en testigos de especificidad.

En tubos Eppendorf de 500 ul de capacidad, se depositaron aproximadamente 200 ng
del DNA molde, 25 pmol de cada uno de los iniciadores disefiados para Brucella (Bru
1y Bru 3) (57), 2.5 pl de solucién amortiguadora 10X (50 mM KCl, 200 mM Tris-HCl
pH 8.0), 1 ul de MgCl; (50 mM), 200 mM de cada uno de los cuatro desoxinucleétidos
(ANTPs) (Perkin Elmer Cetus Co., Norwalk. Conn.), 2.5 U de la enzima DNA Tagq
Polimerasa (Perkin Elmer Cetus Co., Norwalk. Conn.) y se completé a un volumen de
25 pul con agua ultrapura estéril. Para prevenir la evaporacién, se agregaron a cada
tubo de reaccién 25 pl de aceite mineral estéril (Fig. 2).

La reaccién se llevé a cabo en un termociclador Perkin-Elmer 480, de acuerdo al
protocolo diseiiado por Martinez-Soriano y cols. (64), que contempla un paso de
desnaturalizacién inicial de 4 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos, cada uno de los cuales
incluye un paso de desnaturalizacién de 1 min a 94 °C, uno de alineamiento de 1 min a
60 °C y uno de polimerizacién de 1 min a 72 °C, finalmente se incluye un ciclo de
extension de 10 min a 72 °C (Fig. 2).

3.2.3.- Electroforesis en gel de agarosa.

Una vez terminada la reaccién de polimerizacién, los productos amplificados se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) (Sigma USA) disuelto en
soluci6n amortiguadora TBE 0.5X (0.045 M Tris-borato,0.001 M EDTA pH 8.0)
adicionado de bromuro de etidio a una concentracién final de 0.5 pg/ml (97) (Fig. 2).

Del producto de amplificacién se tomaron 7 pl y se mezclaron con 2 pl de
solucién Halt. El volumen total se deposité en el gel y en los extremos 0.16 pg del

marcador de peso molecular. E]l gel permaneci6 sumergido en una cdmara de
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electroforesis (Fotodyne, modelo 1214) que contenia solucién amortiguadora TBE 0.5X,
el fraccionamiento se realizé bajo un flujo eléctrico de 100 V y cuando el frente del
corrimiento (dado por la banda azil del colorante) estaba a las 3/4 partes del gel, se
eliminé la corriente y el gel se colocd sobre la superficie del transiluminador
(Fotodyne, modelo UV-440/RM-4), para obgervar el DNA teiiido por el bromuro de
etidio y el tamario de los fragmentos obtenidos se comparé con los del marcador de
peso molecular preestablecido (Fig. 2). Posteriormente los geles fueron fotografiados
con una cdmara FOTODYNE -POLAROID, FCR-10, filtro TIFFEN 40.5MM RED 23A,
provista de pelicula Polaroid 667 instant4nea.

3.3.- Ensayo clinico.

3.3.1.- Seleccién de las hembras.

Para este estudio se eligieron cuatro hembras caprinas con edades entre los dos y cinco
afos, sin vacunar y comprobadas de estar libres de Brucella sp. con base en pruebas
de aglutinacién, cultivo y PCR directa. Debido a la alta contagiosidad de B. melitensis
y para el estricto control de la infeccién, se planeé este "ensayo clinico” con s6lo dos
hembras inoculadas. Una vez que las cabras se certificaron libres de Brucella, dos de
ellas se separaron para figurar como testigos negativos y las otras dos sirvieron como
testigos positivos, para facilitar la identificacién de las mismas, la hembra de cinco

anos de edad se etiqueté como cabra "A" y la de dos afios como "B" (Fig. 3).

3.3.2.- Sincronizacion de esiros y monta.
Para que la inoculacién fuera exactamente dentro del tercer tercio de la gestacién, se
sincronizaron los celos para aparear a la vez las dos hembras y que éstas presentaran

signos y sintomas caracteristicos al mismo tiempo. En un drea del pabellén de la oreja
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se les aplic6 un implante subcutdneo, el cual contenia 1.5 mg de norgestomet. En
seguida, se les aplic6é intramuscularmente una inyeccién con 1.6 mg de valerato de
estradiol y 0.75 mg de medroxyprogesterona (MPA). El implante permanecié in situ
por un espacio de 11 dias y al momento de retirarlo se le suministré a cada hembra 0.5
mg de dinoprostrometamina (PGE2a) parenteralmente.

Se dejaron transcurrir 72 h para que el celo apareciera, y después de este
tiempo las hembras denominadas "A" y "B", se sometieron a la monta natural con
machos libres de Brucella. A los 21 dias después de la monta, la Cabra "B" no dié
sefiales de preiiez, por lo que volvié a ser sometida a la monta. De tal manera que al
momento de la inoculacién la cabra "A" contaba con 101 dias de gestacién y la cabra
"B" con 80 dias.

3.3.3.- Inoculacién con la cepa de referencia.

Para evitar el ingreso de nuevas biovariedades a la regién de Nuevo Leén, se usé la
cepa de referencia B. melitensis M16, perteneciente a la bv. 1, predominante de la
regién de Nuevo Leén y mantenida por el Instituto Nacional de Diagnéstico y
Referencia Epidemiol6gica (INDRE) "Dr. Manuel Martinez Bdez".

Cuando las dos cabras se encontraban dentro del tercer tercio de gestacién (101
dias de prefiez para la "A" y 80 para la "B"), se procedié a la inoculacién de las mismas,
para lo cual se deposité en cada ojo 75 pl de una suspensién bacteriana con 107 células
(estimado por nefelémetro), de la cepa de referencia B. melitensis M16. Los animales
inoculados permanecieron en jaulas metabélicas, en el bioterio de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la UANL y los sancs utilizados como testigos negativos, en los

corrales de la Facultad de Agronomia de la UANL.



3.3.4.- Forma de muestreo.

Se obtuvieron muestras de sangre, exudados (nasal, ocular y vaginal), secreciones
(leche, saliva ) y excretas (orina y heces) de los animales sanos e inoculados. La colecta
de muestras se realizé antes de la inoculacién y después de la misma cada tercer dia
por un lapso de dos meses, luego cada semana por un periodo de dos meses. A partir
del quinto mes y hasta que el animal resultara negativo por serologia o falleciera, las
muestras se colectaron cada 15 dias.

3.3.4.1.- Toma de muestras de sangre.

Se rasurd y desinfecté un srea sobre la vena yugular del animal. Con equipo
vacutainer se exirajeron dos muestras de sangre de aproximadamente 5§ ml (una
muestra con EDTA como anticoagulante y la otra sin éste). Las muestras con
anticoagulante se utilizaron para el hemocultivo y las pruebas moleculares, las
muestras sin anticoagulante se dejaron a temperatura ambiente para retraer el

codgulo, se centrifugaron y el suero se separé para realizar la prueba serolégica de RB
(Fig. 3).

3.3.4.2.- Toma de muestras de exudados, secreciones y excretas.

3.3.4.2.1.- Exudado vaginal, ocular, nasal y saliva.

Se prepararon tubos de ensaye de 18 x 150 mm con tapén de rosca que contenfan 3 ml
de solucién salina estéril. Con un aplicador estéril con punta de algodé6n, se tomé
muestra de la mucosa de la cavidad (ocular, nasal, oral y vaginal). Cada muestra se
deposit6é dentro del tubo de ensaye correspondiente, con solucién salina estéril. Estas
muestras permanecieron en congelacién hasta el momento en que fueron utilizadas

para las pruebas moleculares y microbiolégicas.
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8.3.4.2.2.- Leche.

La ubre del animal fue lavada, se desinfecté el extremo del pezén con una torunda de
algodén humedecida en alcohol al 70%. Una vez seca la ubre, se ordeii6 la cabra, las
primeras dos expulsiones de leche fueron eliminadas, y a partir de la tercera, se
depositaron aproximadamente 10 ml de la muestra en recipientes de vidrio
esterilizados. Las muestras de leche se guardaron a 4 °C para luego realizar pruebas

moleculares y microbioldgicas.

3.3.4.2.3.- Orina.

Las muestras de orina fueron colectadas en bolsas especiales de pldstico usadas para
la recoleccién en infantes. Se limpié la parte externa de la vulva de la hembra y se
colocé el pegamento de la bolsa sobre la piel del animal. Una vez que se obtuvo el
especimen, la bolsa se desprendié y se sellé, se guardé en congelacién hasta el

momento de efectuar el cultivo y las pruebas moleculares.

3.3.4.2.4.- Heces.

En el caso de las heces se tomé una pequeiia porcién de aproximadamente 1 g, se
deposité en un tubo de ensaye de 13 x 100 mm con tapa de rosca que contenia 3 ml de
solucién salina estéril y se mantuvo en congelacién hasta el momento de su

procesamiento.

3.5.- Necropsias e histopatologia.
De los dos fetos abortados (una hembra y un macho), se colectaron muestras de bazo,

cerebro, corazén, higado, pulmén y rifién. De estos tejidos, una parte se preservé en
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formol al 10% para luego ser procesadas en la histopatologia y otra se mantuvo en
congelacién hasta el momento de ser analizada con PCR directa y cultivo. También se
tomaron muestras de fluidos intracorporales como el codgule de cavidad cardiaca,
liquido cefalorraquideo, liquido sinovial, médula 6sea, médula espinal y contenido
géstrico, éstas se congelaron hasta ser analizadas por PCR directa y cultivo. De las dos
hembras adultas se colectdé bazo, cerebro, corazén, cotiledén (sélo en la cabra "A"),
ganglio linfatico, gldndula mamaria, glandula salival, higado, ojo, pancreas, pulmén,
rifién, ttero y vejiga. De estos tejidos, una parte se preservé en formol al 10% para
luego ser procesadas en la histopatologia y otra se mantuvo en congelacién hasta el
momento de ser analizada con PCR directa y cultivo. También se tomaron muestras de
fluidos intracorporales como el codgulo de cavidad cardiaca, liquido cefalorraquideo,
liquido sinovial, médula 6sea, médula espinal y el contenido de itero y liquido
amni6tico s6lo en la cabra "A", estos especimenes se congelaron hasta ser analizadas
por PCR directa y cultivo.

El estudio histopatolégico se realizé con la finalidad de observar daiios
caracterfsticos provocados por B. melitensis en 6rganos clave. Se seleccionaron
porciones de tejido de aproximadamente 0.5 cm de grosor preservadas en formol al
10%, y se procesaron para la técnica de inclusién en parafina. De los bloques
obtenidos, se realizaron cortes en microtomo y se obtuvieron asf laminillas que fueron
procesadas por la técnica de tincién de rutina de Hematoxilina-Eosina (HE). Los cortes
histolégicos se observaron al microscopio para determinar y confirmar las lesiones
producidas.
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3.6.- Extraccién de DNA de las muestras.

8.6.1.- Sangre .

En tubos eppendorf de 1.5 ml de capacidad, se depositaron 400 ul de sangre con EDTA
como anticoagulante, se afiadié 1 ml de solucién de lisis de eritrocitos (165 mM NH 4Cl,
10 mM NaHCOg, 0.1 mM EDTA pH 7.4), se mezcl6 el tubo manualmente y se
centrifugé por un min a 5,000 rpm (microcentrifuga Beckman modelo 5415 C), el
sobrenadante se descart6 y el paquete de gl6bulos blancos se lavé de tres a cuatro
veces hasta que se eliminé la hemoglobina liberada al romperse los eritrocitos.

El paquete de células blancas fue resuspendido en 400 pl de solucién
amortiguadora TE, luego se agregaron 400 pul de solucién de lisis total y 10 pl de
proteinasa K (10 mg/ml). La mezcla se agit6 con vortex por 30 seg y se incubé a 60 °C
por 30 min (Multiblok Lab-Line, LR19314). Pasado el tiempo de incubaci6n, se
agregaron a la mezcla 400 pl de fenol saturado y se homogenizé en vortex por 20 seg,
se centrifugé 5 min a 10,000 rpm.

El sobrenadante se pasé a un tubo nuevo y se le agregaron 400 pl de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1), la suspensién se homogenizé en vortex por 20 seg y se
centrifugé por 5 min a 10,000 rpm. Se extrajo la fase acuosa y se le aiiadieron 200 pl
de acetato de amonio 7.5 M. Se incubé en hielo por 10 min y luego se centrifugé 5 min
a 10,000 rpm. El sobrenadante se pasé a un tubo nuevo y se le agregé 1 ml de etanol
95% 6 0.6 volimenes de isopropanol para precipitar el DNA. La mezcla permaneci6

por un minimo de 2 h o toda la noche, a una temperatura de -20 °C.
Después de transcurrido ese tiempo se centrifugé por 6 min a 10,000 rpm, se
deseché el sobrenadante y se agregé 1 ml de etanol frio al 70% para lavar el DNA. Se

centrifugé por 5§ min a 10,000 rpm. El sobrenadante se descarté y los tubos se
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colocaron en posicién invertida para permitir evaporar los restos de alcohol. El DNA

obtenido se resuspendi6 en 20 pl de solucién amortiguadora TE y se mantuvo a -20 °C
(Fig. 1).

3.6.2.- Exudados extra e intracorporales y paquete leucocitario.

8.6.2.1.- Exudado vaginal, nasal, ocular, saliva y paquete leucocitario.

Para la extraccién de DNA a partir de estas muestras, se utiliz6 el protocolo de
Kawasaki (51), el fundamento de dicha técnica incluye la lisis celular con detergentes,
desnaturalizacién enzimédtica e inactivacién por calor.

Las muestras se centrifugaron 2 min. a 3,000 rpm , se descart6 el sobrenadante
y la pastilla se resuspendi6 en 1 ml de solucién amortiguadora TE. La suspensién se
transfiri6 a un tubo eppendorf de 1.5 ml, se centrifugé 1 min a 3,000 rpm y el
sobrenadante se descart6. El sedimento se resuspendié en 200 pl de “bufferK” (1% de
laurenth 12 6 0.5 % de tween 20, 100 pg/ml de proteinasa K) y 1a mezcla se llevé a
incubacién por 1 h a §5 °C y después se calenté a 95 °C por 10 min para inactivar
proteasas. La muestra se almacené a -20 °C. Para la técnica de PCR se utilizaron 7 pl
de 1a muestra descongelada.

3.6.2.2.- Exudados intracorporales,

Las muestras de contenido gastrico, liquido amniético, cefalorraquideo y sinovial,
médula 6sea y médula espinal, fueron procesadas con la técnica descrita por Rys (92).
Se depositaron 500 pl de la muestra en tubos eppendorf de 1.5 ml de capacidad. Se

centrifugaron 3 min a 10,000 rpm y el sobrenadante se descartd. Al sedimento se le
agregaron 250 pl de “buffer de digestién” (1M dithiotreitol, 0.25M de EDTA pH 8.0,

39



10% SDS y 20 pg/ml de proteinasa K) y se incubé 1 h a 37 °C. Se transfirieron 300 pl
del digerido a un tubo eppendorf de 1.5 ml y se siguié el protocolo de extraccién fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico, como se describe en el apartado 8.6.1.

3.6.3.- Leche.

Las muestras de leche se dejaron reposar toda la noche a 4 °C para permitir la
formacién de una capa superior de crema, de donde se tomaron alfcuotas de 400 ul que
se depositaron por separado en tubos eppendorf de 1.5 ml de capacidad. Para extraer
el DNA bacteriano a partir de este tipo de muestras, se sigui6 el protocolo del apartado
8.6.1, excepto el uso de la solucién de lisis de eritrocitos (Fig. 1). Los DNAs extrafdos se

conservaron a -20 °C.

3.6.4.-Orina y heces.

Para orina se siguié el protocolo de extraccién de DNA de Lebech y Hangen, (59). Se
calentaron 5§ ml de orina a 100 °C por 5 min; después se centrifugé 10 min a 10,000
rpm. Se descarts el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 1 ml de PBS pH 7.4
(97) se centrifugé nuevamente 10 min a 10,000 rpm, el sobrenadante se descarté y el
sedimento se resuspendié en 20 pl de agua destilada. Se calent6é § min a 100 °C. se
cenfrifugé 1 min a 10,000 rpm. 7 ul del sobrenadante se utilizaron para la PCR
directa.

Para heces se usé el método de Frankel y cols. (37). Aproximadamente 200 mg
de heces se colocaron en un tubo eppendorf y suspendieron en 1 ml de PBS pH 7.4, se
centrifugé por 1 min a 3,000 rpm y el sobrenadante se descarté. El sedimento se
resuspendié en 75 pl de “buffer Tris-HCI” pH 8.0 (20% sacarosa p/v, 50 mM EDTA, 100
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ug de lisozima) y se incub6é 30 min a 37 °C. Se agregaron 300 jl de NaCl 50 mM (1%
SDS p/v, 800 pg de proteinasa K), se incubé 60 min a 37 °C. A partir de aquf se siguié
el método de extraccién fenol-cloroformo del apartado 8.6.1. Los extractos crudos
obtenidos y los DNAs fueron conservados a -20 °C.

3.6.5.-Tejidos .

Para la extraccién de DNA a partir de tejidos, se usé la técnica de Fekete y cols. (33),
pero se modific6 tanto la cantidad de tejido a utilizar como la forma del macerado,
asimismo se agregdé un paso de desnaturalizacién enzimstica con proteinasa K por
30 min a 56 °C. Dentro de bolsas pldsticas para macerar (AGDIA) se pesaron
porciones de tejido que fluctuaron entre 4 y 7 g y para obtener un macerado liquido,
se mezclaron con uno 6 dos volimenes de solucién salina estéril. Las muestras se
trituraron por tres min en un homogenizador de tejidos (SEWARD Stomacher 80).
Se tomaron 400 pl del macerado y se depositaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se
agregaron 200 ul de “buffer NETS” (0.01 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.01 M Tris-HCI pH
7.6) y 50 pg/ml de RNAsa. Se incubé 1 h a 55-60 °C y se agregaron 500 pg/ml de
proteinasa K y 0.5% p/v de SDS. Se incubé 2 h a 55-60 °C, y se calent6 10 min a 95
°C para inactivar proteasas. A partir de aquf se aplicé el método de extraccién de
DNA fenol-cloroformo del apartado 3.6.1. Los DNAs, extrafdos fueron conservados a
-20°C.

3.7.- Pruebas utlhzadas para el diagnéstico de brucelosis caprina.

3.7.1.- Serologia con RB 3% y 8%.

Sobre una placa de vidrio cuadriculada, se depositaron 30 ul de suero a probar. En
seguida se agregaron 30 pl del antigeno RB 8%, se mezcl6 bien con un palillo de
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madera y la placa se agit6 suavemente por un lapso de 3 min. La placa se coloc6 sobre
una ldmpara de luz blanca para identificar los positivos (sueros que presentaban
aglutinacién). A estos sueros también se les practicé la prueba de aglutinacién con RB
3%, esta prueba se realiz6 de la misma manera que al 8%, pero se substituyé el

antigeno al 8% por el de 3%.

3.7.2.- Hemocultivo.

Del tubo que contenia 5 ml de sangre con anticoagulante, se tomaron 3 ml para
inocularlos asépticamente en un frasco para hemocultivo con medio bif4sico de Ruiz-
Castafieda modificado (46, 60). El frasco se agité suavemente con la mano y se dejé
reposar 5 min en posicién horizontal. Después se incubé verticalmente a 37 °C durante
8 semanas y se revis6 cada 24 h a partir del séptimo dia de incubacién para observar

la aparicién de colonias sospechosas.

Se hicieron resiembras a los siete, 14 y 30 dias atn cuando no hubiera
crecimiento visible. Para esto se extrajeron de 0.1 a 0.2 ml del medio liquido
perfectamente homogeneizado y se depositaron por duplicado en cajas de cultivo con
agar Brucella enriquecido (2% dextrosa, 1% glicerol, 0.5% extracto de levadura). La
muestra se extendié con una asa o varilla curva de vidrio y las cajas se incubaron a 37
°C, una en aerobiosis y la otra en una atmésfera de 5% de COg. Se revisaron las cajas
diariamente durante 10 dias y las colonias que aparecieron al primero y segundo dia
de incubacién, se descartaron. Aquellas que se desarrollaron después del tercer dia y
que presentaron morfologia colonial parecida a Brucella, fueron resembradas en medio
Farell con antibi6ticos (2) para identificarlas posteriormente como se describe en el
apartado 3.7.6. Si en el transcurso de dos meses no se consigui6 aislar a la bacteria, el

hemocultivo se consideré negativo. El criterio de identificacién de colonias sospechosas
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asi como el tiempo y forma de incubacién de las cajas de cultivo fué el mismo para los

cultivos a partir de exudados, fluidos intracorporales, heces, orina, leche y tejidos.

3.7.3.- Cultivo de exudados, fluidos intracorporales, heces y orina.

Las muestras almacenadas a -20 °C se descongelaron a temperatura ambiente y se
mezclaron con vortex. Con un aplicador estéril con punta de algodén se tomé parte de
la muestra y se sembré por duplicado en cajas con medio selectivo Farell, después se

incubaron segan protocolo del apartade 3.7.2.

8.7.4.- Cultivo microbiolégico a partir de leche.

Las muestras de leche se dejaron reposar toda la noche a 4 °C para permitir que se
formara la capa superior de crema. Con un aplicador estéril con punta de algodén se
tomé parte de esta capa y se sembré por duplicado en cajas con medio selectivo Farell.
La muestra se extendi6 sobre la supérﬁcie con una asa 0 varilla curva de vidrio, se
dejé absorber la muestra por 15 min y se llevé a incubacién, segin protocolo del
apartado 3.7.2.

3.7.5.- Aislamiento a partir de tejidos.

Dentro de bolsas plasticas para macerar (AGDIA), se pesaron porciones de tejido que
fluctuaron entre 4 y 7 g y para obtener un macerado liquido, se mezclaron con uno 6
dos volimenes de solucién salina estéril. Las muestras se trituraron por tres min en
un homogenizador de tejidos (SEWARD Stomacher 80). Se tomaron 100 pl del
macerado y se depesitaron por duplicado en cajas de cultive que contenian medio

selectivo Farell, la muestra se extendié sobre la superficie con una asa o varilla curva
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de vidrio y se dejé absorber sobre el agar, se llevaron a incubacién segiin protocolo del
apartado 3.7.2.

3.7.6.- Identificacion de especie.

Todas las colonias que por su morfologia sugerian que se trataba de Brucella sp.,
fueron identificadas en forma presuntiva mediante aglutinacién con suero de bovino
que contenia anticuerpos contra Brucella, tincién de gram y prueba de PCR directa.
Aquellas que aglutinaron con el suero bovino, que fueron bacilos cortos gram-negativos
y positivas en la prueba de PCR directa, se enviaron al Instituto Nacional de
Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE-SSA) en México, D.F., donde se
efectuaron las pruebas confirmatorias para su identificacién completa que incluyeron

pruebas fisiolégicas, serotipificacién y fagotipificacién.

3.7.7.- Reaccién de PCR directa.

Para efectuar las pruebas de PCR directa a partir de sangre, leche, codgulo de cavidad
cardiaca y tejidos, se procedié conforme a la metodologia descrita en el apartado 3.2.2.
y para los exudados, fluidos intracorporales, paquete leucocitario, heces y orina,
también se siguié el mismo protocolo, solo que la cantidad de DNA molde (2 pl) se
substituy6 por un volumen de 7 pl de extracto crudo de la muestra a analizar.

3.7.8.- Reaccién de PCR seminested.
Todas las muestras que resultaron negativas por PCR directa, fueron sometidas a la

prueba de PCR seminested. Para llevar a cabo esta prueba, se siguié el protocoloe del

apartado 8.2.2. Se realizé una primera reaccién de amplificacién con los iniciadores



Bru 1 y Bru 4 para intentar amplificar un fragmento genémico bacteriano de
aproximadamente 820 pb (Fig. 4), utilizando el mismo programa del termociclador
utilizado en el apartado 8.2.2.. A partir de esta primera reaccién, se tomé6 un volumen
de 2 pl como DNA molde y se llevé a cabo una segunda reaccién de PCR 6 PCR
seminested, pero ahora utilizando los iniciadores Bru 1 y Bru 8, los cuales amplifican
una fraccién de 190 pb a partir del fragmento de aproximadamente 820 pb (Fig. 4), el
programa del termociclador fue igual que el utilizado en la primera reaccién.



Capitulo 4
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1.- Induccidén y establecimiento de la enfermedad en animales.

De las dos hembras sometidas a la cruza (monta natural), solo la cabra "A" quedé
prefiada; de tal manera que a los 21 dfas después, se realiz6 otro intento de cruza con
la cabra "B". Por esta razén la cabra "A" contaba con 101 dias de gestacién y la cabra
"B" con 80, al momento de ser inoculadas. Después de inocular via ocular la cepa de
referencia Brucella melitensis M16 en las dos hembras gestantes, se produjo en la
cabra “A” la sintomatologia y dafos caracteristicos de una brucelosis, como el aborto de
dos crias (una hembra y un macho), que se presentd dentro del tercer tercio de la

gestacién (35 dfas postinoculaci6n) y su muerte septicémica (43 dias postinoculacién).

En la cabra “B”, la enfermedad pasé inadvertida, se comporté como un animal
asintomaético a lo largo del experimento y parié a término (71 dias postinoculacién) una
hembra. No obstante, se observé en este animal una disminucién gradual del peso
corporal y finalmente murié al afio de haber sido inoculado. La cria tampoco presenté
gintomatologia propia de una brucelosis pero le fueron tomadas muestras de sangre y

exudados semanalmente desde el primer dia de nacida, con el objeto de conocer si la

infecci6n le habia sido transmitida.

No obstante la cantidad de brucelas inoculadas (107), suficientes para producir
la enfermedad, la respuesta a la infeccién fue muy diferente en los dos animales, asi la
cabra "A" presenté la sintomatologia aguda caracteristica de una brucelosis, mientras
que la "B" s6lo manifesté algunos signos inespecificos, que 1a hizo pasar como un

animal asintomaético. Finalmente la autopsia revel6 que los dos animales fallecieron a



causa de la infeccién por Brucella y se comprobé que la bacteria inoculada fue la
misma que produjo la enfermedad en ellos, ya que el patégeno logré ser aislado y
caracterizado como B. melitensis bv. 1. Los signos y sintomas presentados por ambos
animales, concuerda con las aseveraciones de varios autores como Alton, Corbel y
Nicoletti (1, 20, 74), los cuales proponen que el estado nutricional, la edad, el niimero
de partos, el estado inmunolégico, tiempo de gestacién, raza, sexo y la herencia, son

factores determinantes para la susceptibilidad a la brucelogis en este tipo de animales.

Cabe mencionar que al momento de la inoculacién la cabra "A" contaba con 6
aiios de edad, un peso de 45 kg, cinco partos previos y 101 dfas de gestacién, factores
que probablemente favorecieron el establecimiento de la enfermedad. La cabra "B"
tenia 3 afos de edad, un peso de 40 kg, dos partos anteriores y 80 dfas de gestacién, lo
cual podria contribuir al comportamiento tan opuesto en relacién a la presentacién de
la enfermedad observado en ambas cabras, la respuesta de estos dos animales hacia la
enfermedad concuerda con lo encontrado por Enright (30), quien inocul6 animales y
encontré en algunos la susceptibilidad hacia Brucella y en otros resistencia y lamé a

estos Gltimos portadores asintomsticos.

4.2.- Andlisis de Sangre.

4.2.1.- Serologia.

La prueba serolégica RB 3%, detect los anticuerpos contra Brucella en la cabra “A” a
los 12 dfas postinoculacién (Fig. 5), la deteccién fue sistemética hasta el dfa 43 y no se
observaron inconsistencias de la prueba, es decir, di6é resultados del mismo tipo
(positivos) en los sueros obtenidos en dfas sucesivos en el periodo de tiempo que el
animal fué muestreado. Cuando estos mismos sueros fueron retados con RB 8%, sf se

presentaron inconsistencias en la deteccién de anticuerpos dando resultados positivos
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en sueros obtenidos en ciertos dfas y negativos en los colectados en otros, adem4s se
detectaron dichos anticuerpos inicialmente a los 18 dfas después de la inoculacién (6
dfas después que el RB 3%) y las inconsistencias con el antigeno RB 8% continuaron
presentdndose hasta que el animal fallecié.

El segundo animal en experimentacién (cabra “B”), logré sobrevivir 233 dias
después de la inoculacién, lo que permiti6 observar mds ampliamente el
comportamiento de las pruebas serolégicas. Aquf el RB 3% permiti6 la deteccién de
anticuerpos a los 16 dias postinoculacién y hasta el dfa 76 (Fig. 6). En este lapso de
tiempo se tuvieron giempre resultados positivos, pero después se presentaron
inconsistencias notables. Con el RB 8%, la deteccién se inicié a los 18 dfas
postinoculacién (2 dias después que el RB 3%) y muy pronto se observaron

inconsistencias que continuaron hasta que el animal fallecié.

El RB 3% detect6 en ambos animales los anticuerpos contra Brucella a los 14
dias en promedio (dfia 12 para el animal "A" y 16 para el "B") y la consistencia
permaneci6é por 31 dfas para "A" y 60 para "B" (Fig. 7). Estos resultados contrastan
con los obtenidos con el RB 8%, el cual detect6 los anticuerpos en ambos animales a
los 18 dias después de la inoculacién y las inconsistencias en la deteccién se
presentaron tanto en las etapas tempranas (cabra “A” y “B”) como en las tardias
(cabra “B”) (Fig. 7). En la cabra “B” se pudo observar que ambas pruebas serolégicas
(RB 3% y 8%) se comportaron de la misma manera en etapas tardias de la infeccién

y mostraron una inconsistencia similar.

Aunque el RB 8% etandarizada para bovinos, la dilucién de RB 3%
result6 1til en caprinos, ya que detect6 antes que el RB 8% los anticuerpos contra
Brucella en los dos animales en estudio. Diaz Aparicio (26) encontré, que al



incrementar la relacién de suero con respecto al antigeno, los falsos negativos
desaparecian, en caprinos inoculados y vacunados, Este investigador sugiere que el
antigeno de RB debe ser titulado en forma diferente para el caprino que para el
bovino, ademé4s sugiere que la baja sensibilidad del RB encontrada en otros estudios
gea debida al empleo de suspensiones antigénicas excesivamente concentradas,
porque como es bien sabido se mnecesita proporciones 6ptimas de antigeno y

anticuerpos para formar precipitados claramente visibles.

Los resultados obtenidos con el RB 8%, mostr6 la limitante de esta prueba
diagnéstica, ya que detecté los anticuerpos circulantes contra Brucella en ambos
animales de manera intermitente y con intervalos de tiempo variados que oscilaron
entre los cuatro, siete y 62 dias. Esta incapacidad del RB 8% para detectar
anticuerpos de manera continua y al inicio de la infeccién, establece una limitante
para su uso, ya que si el suero de un animal da un resultado negativo, no se descarta
la posibilidad de que el animal esté infectado con Brucella. Nicoletti (74), atribuye
tal comportamiento de la prueba, a la cantidad de anticuerpos presentes al momento
de hacer la toma de la muestra, a la presencia intermitente de la bacteria en
torrente sanguineo y a su capacidad de establecer procesos crénicos con signos y
sintomas no aparentes como los presentados en la cabra "B". Por otra parte Alton
(1), establece que con posterioridad a la respuesta inmune inicial, desaparecen en el
animal sintomas y anticuerpos y se convierte por algdin tiempo en portador
asintomético de dificil deteccién mediante técnicas serolégicas de diagnéstico
habitual.

Aunque existen diversos reportes acerca de la baja sensibilidad y
especificidad de la prueba de RB en bovinos y caprinos, con base fundamentalmente

en compararla con el cultivo (27, 28, 32, 80, 104), a la fecha son nulos los trabajos
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que reporten el registro cuidadoso de la prueba de RB en animales bajo condiciones
experimentales, y este ensayo clinico permitié observar el comportamiento del RB a
dos concentraciones al medir el comportamiento de dicha prueba a lo largo del
experimento. Adema4s, se encontré que el RB 3% result6 ser m4s sensible que el RB
8% para la deteccién de Brucella, por lo que debe ser considerada como una prueba
atil en el diagnéstico de esta enfermedad en caprinos.

4.2.2.- Hemocultivo:

De 23 hemocultivos realizados a la cabra "A", solo se logré el aislamiento de la
bacteria inoculada en tres muestras, que correspondieron a los dias 29, 36 y 42
postinoculacién (Fig. 7), dos de estos tres aislamientos, corresponden a fechas
cercanas al aborto (dias 29 y 36). En la misma figura 7 se observa que en la cabra
"B" s6lo se logré aislar la bacteria en dos muestras, una a los 66 dias postinoculacién
(cinco dfas antes del parto) y otra a los 112 dias. Cabe mencionar que en este animal
se practicaron 57 hemocultivos, a diferencia de los 23 realizados en el animal “A”.

El hemocultivo resulto ser la prueba con menos sensibilidad comparada con el
resto y aunque estd considerado como una prueba confirmatoria, aquf se demostré
una vez m4s la poca sensibilidad reportada en miltiples ocasiones, en donde la han
estimado ser de tan sélo el 70% (41, 63). El bajo porcentaje de aislamiento de la
bacteria utilizando el medio de cultivo Farell (2), puede en un momento dado estar
ligado a: que el medio Farell ha sido disefiado para el crecimiento de B. abortus y
adem4s estd comprobado que inhibe el erecimiento de B. melitensis (26). Alton (2)
indica que B. melitensis posee requerimientos estrictos para su desarrollo, sin
descartar su conocido caprichoso crecimiento. Ademsds, se debe considerar lo

propuesto por Zinsser (108), el cual sugiere que para lograr el aislamiento de
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cualquier microorganismo se requiere de una cantidad mi{nima detectable del

mismo.

Con el hecho de haber aislado la bacteria solo en tres fechas muy cercanas al
aborto en el animal “A” y una en la proximidad del parto en el “B”, se comprobé una
vez m4s lo reportado por Gotuzzo y cols. (41), los cuales atribuyen que la eficiencia
de los cultivos de sangre aumenta en la fase de bacteremia y decrece con la
cronicidad de la infeccién. Con base en los resultados obtenidos y tomando en cuenta
el tiempo que se invierte en aislar el microorganismo a partir de cultivos, sugerimos
que el hemocultivo no sea el método de eleccién para el diagnéstico de Brucella en

etapas iniciales de la infecci6n.

4.2.3.- PCR directa.

Con el fin de establecer metodologias rdapidas y simplificadas de extraccién de DNA a
partir de sangre, 8e utilizaron dos técnicas, la de fenol cloroformo modificada para
sangre total (65) y la de Kawasaki (61) que implica lisis de leucocitos y
desnaturalizacién por calor. Con la primer técnica se invirtieron aproximadamente 3 h
y el DNA obtenido fue mds estable y produjo amplificacién de fragmentos m4s claros al
visualizarlos en el gel de agarosa. Con la técnica de Kawasaki, se emplearon 1.5 h, el
DNA obtenido se degradé m4s rdpido y se obtuvieron amplificaciones no muy claras
cuando se visualizaron en el gel, aunque no se vi6 afectada su especificidad. Los
resultados que se presentan en las figuras 8 y 9 de este trabajo se refieren a productos
amplificados con muestras de DNA extraidas mediante la técnica de fenol cloroformo
modificada. Cabe mencionar que la técnica de Kawasaki (51), por su rapidez y sencillez
debe ser considerada para aplicarla en el diagnéstico molecular presuntivo. La técnica

de fenol cloroformo modificada (65), aunque invierte mds tiempo que la anterior,
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también se recomienda, ya que ha sido usada para extraer DNA de microorganismos
intracelulares en diferentes tipos de muestras.

El diagnéstico con PCR directa inici6 la deteccién de la bacteria a los 13 dias
postinoculacién en ambos animales y permanecié detectdndola consistentemente a lo
largo del experimento (Fig. 7). Al comparar los resultados de PCR directa y RB 3%
observamos una correlacién al inicio de la deteccién y una consistencia durante los
siguientes 30 dias para la cabra “A” y 58 para la “B”, después de los cuales la PCR
directa permanecié detectando al microorganismo de manera constante y el RB 3% de
forma intermitente (Fig. 7). La PCR directa superé al RB 8% asf como al hemocultivo
en el inicio y consistencia de la deteccién. Al comparar los resultados obtenidos con
PCR directa y RB 3%, se infiere que ambas pruebas sugieren la presencia de Brucella
en una etapa similar del padecimiento y que ademass fueron m4s eficientes que el RB
8% y el hemocultivo para detectar de una forma indirecta 6 directa al microorganismo
en estudio. En la figura 8 carril 4, observamos los productos de amplificacién derivados
de la PCR directa en sangre, utilizando los iniciadores Brul y Bru3, este producto
amplificado mide aproximadamente 190 pb y es caracteristico del género Brucella. Los
resultados aqui obtenidos, sugieren que la prueba de PCR directa podria
complementar el diagnéstico serolégico con RB 3%, muy utilizado en las campaiias de
control y erradicacién de esta enfermedad, ya que sefialarfa realmente a los animales

negativos.

4.2.4.- PCR seminested.
Las muestras sanguineas en las que no fue posible detectar el DNA de la bacteria
mediante la PCR directa (muestras PCR negativas), fueron sometidas a la prueba de

PCR seminested, que empleé dos iniciadores en la primera reaccién de amplificacién



(Bru 1 y Bru 2) y otros dos en la reamplificacién o PCR seminested (Bru 1 y Bru 3),
aquf un iniciador (Bru 1) fue comnin para las dos reacciones (Fig. 4). En la figura 7 se
muestran los resultados obtenidos con esta prueba, la cual logré detectar el DNA de
la bacteria en la sangre de las dos hembras a los cuatro dias postinoculacién, lo que
significé un adelanto en el inicio de la deteccién de nueve dias con respecto a PCR
directa, 12 en relacién a RB 3%, 14 en lo que respecta al RB 8%, y mucho mayor (25
dfas en “A” y 62 en “B”) considerando el hemocultivo.

En la figura 9 panel A, se representan esquemiticamente las dos
amplificaciones secuenciales que involucré el PCR seminested, el panel B, muestra
la fotografia de un gel de agarosa en el cual se fraccionaron los productos de la
primera amplificacién con los iniciadores Bru 1 y Bru 2, aqui podemos constatar que
s6lo en el carril 7 se puede observar un fragmento de aproximadamente 820 pb
correspondiente al testigo positivo (B. abortus). En el panel C de la misma figura 9,
carriles 3, 6 y 7, se observa un fragmento de 190 pb producto de la segunda
reamplificacién o PCR seminested que confirma la presencia de Brucella en las
muestras analizadas.

El hecho de que algunas muestras de sangre negativas por PCR directa,
resulten positivas por PCR seminested, es atribuido a bajas concentraciones de DNA
molde y a posibles inhibidores presentes en la PCR directa (algunos arrastrados desde
la extraccién del DNA), que son diluidos cuando se realiza la prueba de PCR
seminested (62, 73). Entre los principales inhibidores presentes en la reaccién de PCR
directa estdn: restos de sangre, hemoglobina, formalina, dcidos himicos, agentes
quelantes (EDTA), detergentes (Trit6n-X100, SDS), metanol, metales pesados y exceso
de glicerol (62, 73).
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La sensibilidad del PCR seminested demostrada en este experimento, pudo
haberse debido en parte, a que se hizo una dilucién de los inhibidores cuando se
tomaron 2 pl de la primera amplificacién como molde para la reamplificacién, ademsis
de que si el fragmento amplificado inicialmente (de 820 pb) pudo haber estado en
cantidades tan pequeiias que no fue posible visualizarlo en el gel (Fig. 9 panel B) y con
la reamplificacién este pudo ser magnificado en cantidad y visualizado en el gel (Fig. 9
panel C). Estudios donde se ha utilizado el PCR nested como prueba diagndstica, en
otros tipos de muestras diferentes a las utilizadas aquf, se ha visto que se incrementa
la sensibilidad del PCR hasta en un 100% sin modificar la especificidad e inclusive se

reporta la deteccién de cantidades muy pequefias de DNA molde de hasta 3 pg (47, 78,
82, 83, 86, 102).

En este estudio quedé demostrada la utilidad del PCR seminested para la
deteccién de B. melitensis en muestras de sangre de cabras en etapas tempranas y
avanzadas de la infeccién, asimismo se recomienda la utilizacién de esta prueba para
estudiar la persistencia de patégenos intracelulares o para usarla en muestras que

contengan poca cantidad de DNA molde.

4.3.- Andlisis de exudado vaginal,

4.3.1.- Cultivo.

En el animal "A" la bacteria se aisl6 al dfa 22 postinoculacién, observdndose luego un
lapso de 10 dias de cultivo negativo y, a partir del dia 33 se reinici6 un segundo
aislamiento consecutivo que permanecié hasta el dia 43 (fecha del desceso del animal).
Por el contrario, en la cabra "B" el aislamiento se presenté a partir del dia 56

postinoculacién y continué asi hasta el 83 (27 dias consecutivos) (Fig. 10).
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El aislamiento en ambos animales fue semejante con respecto al niimero de dias
previos al parto o aborto ya que como se puede ver en la figura 10, en el animal “A” se
logré 13 dias antes del aborto, mientras que en el “B” a los 15 dias antes del parto.
Esto sugiere que el inicio de eliminacién del microorganismo en exudado vaginal,
puede en un momento dado estar influenciado por la proximidad del aborto o parto en
el animal. Crespo (23), encontré que en cultivos de exudado vaginal de cabras, la
eliminacién de la bacteria se inici6 unos dias antes del parto o aborto y permaneci6 por
dos meses m4s. El trabajo de Crespo 86lo coincide con éste, en el inicio de la deteccién
en los dos animales, ya que en la cabra “A” se aislé en un periodo consecutivo de 21
dias y en la “B” por 27 dias, que son periodos menores a lo reportado por el
investigador antes mencionado. Para Nicoletti (76) el establecimiento y eliminacién de
brucelas en un animal infectado, depende de varios factores tales como la respuesta
inmunolégica, edad, etapa de la gestacién e incluso factores genéticos. En esta
investigacién consideramos que tanto la edad, el estado de gestacién as{ como la
respuesta inmune en ambos animales, fueron factores determinantes que influyeron
para el cese de la eliminacién de la bacteria en exudado vaginal, es decir un periodo
corto de aislamiento en la cabra “B” (27 dias), y posiblemente escaso ntmero de
bacterias eliminadas en este tipo de muestra. Sin embargo cabe mencionar que la
bacteria fué aislada hasta el dia 83 postinoculacién en exudado vaginal y se
correlaciona con el dltimo aislamiento en leche (Fig. 10 y 11), lo que sugiere que en
esta etapa de la enfermedad, solamente disminuye la cantidad de bacterias necesarias
para ser aisladas por cultivo en estos doe fluidos.

4.3.2.- PCR directa.
Para la extracci6én de DNA en muestras de exudado vaginal, se emple6 la técnica de
Kawasaki (61), que implica lisis de células y desnaturalizacién por calor, las
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caracteristicas de la extraccién fueron similares a las obtenidas en el apartado 4.2.3 y
ademds resulté apropiada, r4pida y completamente sencilla en este tipo de muestras
que contienen gran cantidad de células epiteliales, ademsds de leucocitos, hongos y
otras bacterias.

La prueba de PCR directa detect6 la bacteria en el exudado vaginal de la cabra
"A" a partir del dia 22 postinoculacién (13 dias antes del aborto) y consecutivamente
hasta el dia 43, en cambio en el animal "B” la deteccién se inicié a partir del dfa 29
postinoculacién (42 dias antes del parto) y permanecié en forma continua hasta el dia
133 (Fig. 10). También se observé que en las muestras de la cabra "A" se obtuvieron
resultados similares con PCR directa y cultivo, con respecto al periodo de inicio y
término de la deteccién, aquf el cultivo presenté inconsistencias y 1la PCR directa
mostré ser siempre positiva en el transcurso del muestreo. Al comparar el diagnéstico
por PCR directa y cultivo en las muestras de la cabra "B", vemos que la prueba
molecular detect6 la bacteria 27 dias antes y 47 dias después que el cultivo (Fig. 10), el
cultivo coincide con PCR directa solamente por 27 dias (del 56 al 83).

Estos resultados demuestran que la prueba molecular de PCR directa es més
eficiente comparada con la microbiol6gica en cuanto a la persistencia de la deteccién (e
inicio de la deteccién en caso de la cabra “B”), considerando ademss que la edad, el
avance en el estado de gestacién y la suceptibilidad del animal a la enfermedad, fueron
factores definitivos para el establecimiento y desarrollo de la enfermedad. En el
animal “A” (de mayor edad y estado de gestacién), el inicio y final de la deteccién
fueron similares con PCR directa y cultivo contrastando con el animal “B”, (de menor
edad y tiempo de gestacién), en el cual la PCR directa superé el periodo de deteccién de
la bacteria dias antes y después que el cultivo.



La mayorfa de los datos reportados acerca de la eliminacién de Brucells en
exudado vaginal, estdn hechos con base en aislamientos microbiolégicos y para tal
efecto determinan que la bacteria comienza a eliminarse a los 10 o 15 dias antes del
parto (20, 22, 30), en cambio en este trabajo, utilizando PCR directa como prueba
diagnéstica, se pudo constatar (al menos en el animal “B”) que la eliminacién de
Brucella en exudado vaginal, comienza a ser eliminada mucho antes de lo reportado
por cultivo.

4.3.3.- PCR seminested.

Las muestras de exudado vaginal PCR negativas de la cabra "A", fueron sometidas a la
prueba de PCR seminested. En la figura 9 panel C, se muestran los fragmentos
obtenidos por PCR seminested a partir de muestras de exudado vaginal, los
fragmentos amplificados tienen un tamaiio de 190 pb y son caracteristicos del género
Brucella. La prueba PCR seminested detecté a la bacteria consistentemente por un
periodo de 23 dfas (del 20 al 43 postinoculacién), en cambio en el animal "B" el periodo
de deteccién fue de 108 dias (del 22 al 133 postinoculacién), segin se ve en la figura 10.
En esta figura vemos también que en el animal "A", el cultivo, PCR directa y PCR
seminested fueron equiparables en cuanto al inicio de la deteccién del microorganismo,
pero en el animal "B" se marca un adelanto de siete dfas con respecto a PCR directa y
34 en relacién al cultivo. Estos resultados de exudado vaginal, demuestran que la
prueba molecular de PCR seminested es m4s eficiente comparada con la PCR directa
en cuanto al inicio de la deteecién del microorganismo. Aunque el anslisis en este tipo
de muestras queda restringido sélo a hembras, se considera importante, ya que da la
pauta para utilizarlo como una opcién méds en el diagnéstico de hembras

asintométicas. No obstante la anterior limitante, en otro tipo de muestra (apartado



43.4.), se ha visto la capacidad diagnéstica de PCR seminested comparada con 1a PCR
directa.

44 Andlisis de leche.

44.L- Cultivo.

En la cabra "A", la bacteria se aislé consecutivamente en los seis dias que duré el
periodo de secrecién, en cambio en el animal "B", se obgservé el aislamiento de la
bacteria en fechas no consecutivas desde el inicio hasta el final del periodo de
secreci6n, ya que este animal logré vivir 233 dfas postinoculacién (Fig. 11). De log dos
aislamientos logrados en la cabra “B”, uno corresponde al primer dfa de lactancia (71
dias postinoculacién) y el otro a los 15 dias después (dia 86). Los resultados de
aislamientos no consecutivos obtenidos en este trabajo, concuerdan con lo reportado
por Nicoletti y Enright (30, 75), los cuales mediante aislamientos en animales
experimentales establecieron que la eliminacién de Brucella en leche era en forma
intermitente. Otros autores atribuyen que el éxito en el aislamiento de Brucella en
este fluido, depende de la frescura de la muestra, método de transporte, z;sepsia al
momento de la toma, temperatura a la que se envié la muestra y manejo de la misma
en el laboratorio (46). El aislamiento negativo de la bacteria utilizando el medio de
cultivo Farell (2), se discutié en el apartado 4.2.2.

Aunque actualmente el aislamiento y caracterizacién de Brucella es reconocida
como una de las pruebas oficiales, consideramos que no podria figurar como una
prueba rutinaria para el diagnéstico sistemdtico de la brucelosis en leche, ya que como
se sabe es lento, poco sensible y riesgoso (41, 46, 60). Por todo lo anterior sugerimos
que para la identificacién rdpida de patégenos que presentan dificil aislamiento, se
cuente ya con técnicas de vanguardia como las moleculares utilizadas en este trabajo.
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44.2.- PCR directa,

En la leche de ambos animales la PCR directa mostré resultados positivos, esto
gignific6 6 dias de deteccién consecutiva en el animal "A" (del dia 37 al 43
postinoculacién) y 25 en el "B" (del dfa 71 al 96 postinoculacién) (Fig. 11). En el
animal “A”, los resultados de PCR directa y cultivo fueron similares desde el inicio
hasta el final de la deteccién, aunque cabe aclarar que el periodo de secrecién ldctea
fue muy corto a causa del deceso del animal. La deteccién consecutiva de la bacteria
por las dos pruebas (cultivo y PCR directa) en el animal “A”, sugiere la gran
cantidad de bacterias presentes en el mismo, debido en gran parte, a la respuesta de
éste hacia la infeccién. Nicoletti (74), reporta que en un animal infectado con
Brucella, 1a eliminacién de la bacteria en leche, comienza con el inicio de la secrecién
después del aborto o parto y puede permanecer hasta por dos meses més,
desafortunadamente debido a la muerte de la cabra “A” no se pudo dar un

seguimiento m4s largo para detectar Brucella en este fluido.

La cabra “B” tubo un periodo de lactancia de 25 dias (19 dfas més que en la
“A”) pero no lo suficiente, como para permitir observar el contraste de las dos
prucbas diagnésticas por més tiempo, aunque si se logré observar una ventaja
notable de la PCR directa sobre el cultivo, ya que la prueba molecular detect6 en
forma consecutiva a la bacteria y del cultivo s6lo se obtuvieron dos aislamientos en
diferentes fechas (Fig. 11). La deteccién consecutiva del microorganismo mediante
PCR directa en el animal “B”, contrasta con los resultados del cultivo y también con
lo reportado por Nicoletti y Enright (30, 75), los cuales proponen que la eliminacién
de 1a bacteria en leche se realiza en forma intermitente. Los resultados aportados
por la PCR directa sugieren que B. melitensis se estuvo eliminando durante todo el
transcurso de la lactancia y adem4s que la cantidad de bacterias eliminadas en este
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fluido, no siempre fueron suficientes para ser aisladas pero si para ser detectadas
por 1a prueba molecular de PCR directa.

La capacidad de deteccién de la PCR directa sobre el cultivo, estriba en que se
requieren cantidades relativamente pequeiias de la bacteria comparadas con la
pecesarias para lograr el aislamiento, ademds, la prueba molecular va a tener la
capacidad de detectar en forma directa y especifica el DNA de Brucella, y de
incrementar el niimero de moléculas presentes en la mu‘.estra; lo que no sucede con
el cultivo, que como se mencioné anteriormente, se necesitan cantidades minimas
detectables del microorganismo para poder aislarlo (2, 108). En la figura 8 carril 5,
ge puede observar el fragmento de 190 pb producto de la PCR directa con los

iniciadores Bru 1 y Bru 3 en muestras de leche.

Aungque la leche es un tipo de muestra 1itil para el diagnéstico de la brucelosis
en cabras, por ser abundante y de fécil obtencién, tiene la limitante de no poder ser
utilizada en machos o hembras “secas”, por lo que queda restringida exclusivamante
al periodo de secrecién de leche en las hembras. Sin embargo, debido a la gran
sensibilidad de la prueba de PCR directa mostrada aquf, donde se detect6 al
microorganismo desde el inicio hasta el final del periodo de secrecién (Fig. 11), no se
descarta la posibilidad de que en un futuro se utilice la PCR directa como una
prueba que complemente los métodos de deteccién existentes y que ademds permita
incrementar la eficiencia del diagnéstico de la brucelosis en leche de bovinos y

caprinos infectados.



4.5.- Andlisis de tejidos y fluidos intracorporales.

4.5.1.- Cultivo y PCR directa.

Las muestras de tejido a analizar por PCR directa y cultivo se maceraron
primeramente con un microhomogenizador de tejidos (KONTEX), posteriormente se
cambié a un macerador tipo stomacher, y se vi6 aumentado el nimerc de muestras
positivas, tanto por PCR directa como por cultivo. Se realizaron diluciones de los DNAs
extrafdos de ciertas muestras de tejido, para poder lograr amplificar con PCR directa,
esto se debi6 a que se trataba de tejidos con alta irrigacién sangufnea y por lo tanto
que contenfan gran cantidad de bacterias circulantes. Tanto fetos como adultos
presentaron el mismo tipo de muestras a diluir (corazén, higado, rifién, cerebro,

pulmén, médula Gsea y espinal) y las diluciones de DNA molde variaron desde 1:100
hasta 1:900, de este volumen final se tomaron 2 pl como DNA molde para realizar la

PCR directa.

Se analizaron un total de 63 muestras entre tejidos y fluidos intracorporales, de
las cuales 24 fueron de los dos fetos abortados y 39 de las dos cabras adultas. De las 24
muestras de fetos, 9 fueron positivas por cultivo (37.5%) y 23 por PCR directa (95.8%),
en cambio de las 39 muestras de adultos, 14 fueron positivas por cultivo (35.9%) y 36
por PCR directa (92.3%) (Tabla 1). Comparada con el cultivo, la PCR directa mostré un
porcentaje de deteccién del 93.65%, ya que de 63 muestras analizadas en total, en 59
de ellas se detecté al microorganismo, en cambio el cultivo dié un porcentaje de

aislamiento del 36.5% ya que de las 63 totales, s6lo en 23 se aislé la bacteria (Tabla 1).

En las muestras de fetos abortados y cabras adultas la PCR directa super6 el
niimero de muestras pogitivas conparada con el cultivo (Tablas 2, 3, 4, 5). En el feto
hembra se observaron m4s muestras positivas que en el feto macho por ambas técnicas
y 86lo la muestra de codgulo de cavidad cardfaca resulté positiva por cultivo y PCR
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directa en ambos fetos (Tablas 2 y 3). Las muestras de codgulo de cavidad cardiaca de
adultos y fetos, fueron consistentemente positivas por PCR directa y cultivo (Tabla 2,
3, 4, 5). En la cabra “B” las muestras de gldndula mamaria, gldndula salival y
péncreas fueron negativas por PCR y cultivo (Tabla 5), al igual que la muestra de
cerebro en el feto macho (Tabla 3).

El aislamiento negativo en glindula mamaria de la cabra “B”, sugiere la
ausencia del microorganismo en este lugar y coincide con lo reportado por Alton (1),
quien en un experimento con cabras aisl6 B. melitensis en leche y tejido mamario
timicamente en el periodo de la secrecién l4ctea, y después del cual ya no fué posible
aislar al microorganismo de este tejido y este autor propone que la presencia de
Brucella en gldndula mamaria, sélo ocurre cuando el animal estd lactando. Con los
resultados negativos de gldndula salival y pancreas en el animal “B”, podemos inferir
la ausencia del microorganismo en estos 6rganos, debido en parte al estado de
cronicidad que presenté este animal, ya que como se ha reportado en miiltiples
ocasiones, Brucella sp. tiene una fuerte tendencia a establecer procesos crénicos y se
ausenta de algunos tejidos para mantenerse por algin tiempo en articulaciones y
huesos (70, 108). En la figura 8 se presentan los resultados de PCR directa de diversas
muestras, utilizando los iniciadores Bru I y Bru 3, en la parte superior se presenta una
descripcion esquemaética del fragmento amplificado y en la inferior una fotografia de
los fragmentos obtenidos en geles de agarosa. El fragmento amplificado de 190 pb, es
caracteristico del género Brucella.

4.6.- Histopatologia.
Al hacer el estudio histopatolégico de algunos 6rganos seleccionados (pulmén, higado,
riiién, bazo, utero y cerebro) de los fetos abortados y hembras adultas, se pudieron
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observar lesiones tipicas de una infeccién producida por B. melitensis. El pulmén de los
fetos presenté un fuerte infiltrado inflamatorio de tipo mononuclear a nivel del
parénquima, en bronquios y bronquiolos se observé edema, infiltrado de tipo
polimorfonuclear, ademds de material fibrinocide y descamacién del epitelio cilfndrico
simple, lesiones tipicas y caracteristicas de una bronconeumonfa supurativa asociada a

una infeccién por este microorganismo (Fig. 12 panel B).

En el encéfalo y cerebelo de fetos y cabras adultas, se encontraron alteraciones
tales como 4reas de desmielinizacién, algunos focos de microhemorragias, gliosis

reactiva, edema perivascular marcado y congesti6n moderada difusa.

En higado de las cabras "A y B", se observé a nivel del parénquima una
degeneracién grasa marcada de los hepatocitos, caracterizada por una gran
vacuolizacién citopldsmica, originada por la degradacién de los organelos celulares,
adem4s de la pérdida total del arreglo de log cordones hep4ticos, miltiples focos de
hemorragia y congestién centrilobulillar severa (Fig. 12 panel C). En preparaciones de
rifién de las cabras adultas, se observaron dafios renales tales como la degeneracién
hidrépica de tdbulos contorneados proximales, necrosis del epitelio de la corteza,
respuesta inflamatoria por células del tipo mono y polimorfonucleares, congestién
gevera difusa, y muiiltiples focos de hemorragia. En el bazo se observé a nivel de
parénquima, cambios caracterizados por la atrofia de centros germinativos linfoides,

congestion severa difusa y miiltiples focos de hemorragia.
El titero de la cabra "A" se analiz6 con dos tinciones diferentes (HE y gram), en

donde se observé a nivel de la mucosa una fuerte reaccién inflamatoria compuesta por

¢élulas de tipo mono y polimorfonuclear, asf como también una severa exfoliacién del
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epitelio cilindrico simple, multiples focos de hemorragia y congestién severa difusa
(Fig. 12 panel A y D).

Los daiios observados en estos tejidos, son atribuibles a la reaccién de
reconocimiento de las endotoxinas (constituyentes de las paredes celulares de Brucella
8p.), con los anticuerpos del huésped. Tal reconocimiento (endotoxina-anticuerpo),
inicia la activacién de la cascada del complemento, y una vez terminada ésta se inicia
la lisis celular que conlleva a la presentacién de la necrosis. Paralelamente a la
activacién de la cascada del complemento, se activan eritrocitos, neutréfilos,
macréfagos, plaquetas y linfocit(;s B, el actimulo de éstos, potencia el proceso necrético
ya que liberan entre otros factores enzimas proteolfticas y factores quimiot4cticos (30,
42, 48).
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CONTRIBUCIONES Y PERSPECTIVAS

En el presente estudio, se demostré la utilidad de la prueba de PCR
seminested para la deteccién especifica de Brucella melitensis en etapas
tempranas de la brucelosis en caprinos, y su aplicabilidlad como una
herramienta adicional de diagnéstico dentro de las acciones de los
programas de control y erradicacién de la enfermedad. Esto representa una
importante aportacién ya que el éxito de estos programas llevard a himitar el

padecimiento en los animales y en consecuencia su transmisién al hombre.

Consideramos también que al mejorar el control zoosanitario, se
lograrfa una mejor seleccién de los productos pecuarios de importacién,
salvaguardando de esta manera la sanidad de nuestro ganado y por ende su
productividad y competitividad a nivel nacional e internacional. También se
evitarfa el sacrificio de animales sanos vacunados (falsos positives por
serologia) y el pasar por alto los infectados asintométicos (falsos negativos en
las pruebas serolégicas).

Serfa deseable extender este ensayo para determinar el
comportamiento de las pruebas aqui empleadas en el seguimiento de la
enfermedad en caprinos, valorando factores como sexo, edad, raza, etapa de
la gestacién y con un apropiado nimero de animales que nos permita un

anglisis estadistico.
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Figura 1, Diagrama de flujo de la extraccién
de DNA a partir de diferentes muestras.
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Figura 5. Deteccién de anticuerpos contra Brucells en muestras de sangre
de la cabra “A”, utilizando el antigeno rosa de Bengala 3% y 8%.
Representacién esquemadtica de los resultados obtenidos en el periodo posterior a la
inoculacién de B. melitensis. 0 = Resunltado negativo, 1 = Resultado positivo.
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Figura 6. Deteccién de anticuerpos contra Brucells en muestras de
sangre de la cabra "B", utilizando el antigeno rosa de Bengala 3% y 8% .
Representacién esquemstica de los resultados obtenidos en el periodo posterior
a la inoculacién de B. melitensis. 0=Resultado negativo, 1=Resultado positivo.
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Figura 4. Representacién esquemdtica del PCR seminesied. Los rectdngulos
etiquetados ~ 820 pb representan el producto de la primera amplificacién con los
iniciadores Bru 1 y Bru 4. Los rectdngulos etiquetados con 190 pb son el resultado
final de la reaccién de PCR seminested con iniciadores Bru 1y Bru 8.
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Figura 7. Deteccién de B. melitensis en sangre de cabras inoculadas.
Representacién esquemdtica de los resultados positivos obtenidos en el periodo
posterior a la inoculacién de B. melitensis utilizando diferentes pruebas
diagnésticas. Hemo=Hemocultivo, RB8%=rosa de Bengala al 8%, RB3%=rosa de
Bengala al 3%, PCR=PCR directa con iniciadores Bru 1 y Bru 3, PCR
seminested=Reamplificacién de muestras previamente amplificadas.
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Figura 8. Fragmentos derivados de la PCR directa utilizando
iniciadores Bru 1 y Bru 8 en diversas muestras de cabras
inoculadas. Panel A. Orientacién de las dos copias del gen omp 2 y
posicién de los imiciadores utilizados. Los rectdngulos punteados
representan los fragmentos amplificados de 190 pb. Panel B. Gel de
agarosa que muestra los productos de 190 pb, amplificados por PCR directa
a partir de DNA extraido de diversas muestras. Carril 1=iitero; Carril
2=bazo; Carril 3=médula 6sea; Carril 4=sangre; Carril 5=leche; Carril
6=Testigo negativo (DNA de cabra sin brucelosis); Carril 7=Testigo positivo
(B. abortus 519); Carril M=marcadores de peso molecular pBR322-Alu 1.



CONCLUSIONES

¢ Se logré la infeccién de cabras inoculadas con B, melitensis.

¢ Se demostr6 que B. melitensis causé la enfermedad en los animales en
experimentacién, comprobado por sintomatologia, observacién de dafios
histopatolégicos, reacciones seroaglutinantes, PCR, recuperacién y

tipificacién de la bacteria originalmente inoculada.

¢ De las dos pruebas serolégicas utilizadas, el RB 3% resulté ser la mis
sensible para detectar anticuerpos contra Brucella en etapas tempranas de

la infeccidén.

* La prueba serolégica RB 8%, no fue consistente en la deteccién de
anticuerpos contra Brucella, en etapas tempranas y tardias de la
enfermedad, en cambio el RB 3% present6 este comportamiento sé6lo en
etapas tardias.

* La PCR seminested resulté ser la prueba mds sensible, que logré detectar
la presencia de B. melitensis antes que las otras pruebas utilizadas.

® Las pruebas de PCR seminested y PCR directa fueron més consistentes en
la deteccién del microorganismo, comparadas con el cultivo y las pruebas
serolégicas de RB 3% y 8%.



» Ambas pruebas de PCR (seminested y directa), detectaron a la bacteria en
un mayor nimero de muestras con respecto al cultivo, y del total de
muestras analizadas el codgulo de cavidad cardiaca fue siempre positiva

por PCR y cultivo.

» Las muestras que se deben utilizar para el diagnéstico de brucelosis, ya sea
con PCR o con cualquier otra técnica, son sangre (en animales vivos) y
codgulo de cavidad cardiaca (en animales muertos).

¢ De las técnicas de extraccién de DNA probadas, la de Kawasaki (51) fue la
mAs rdpida y por su sencillez puede ser utilizada en el diagnéstico

presuntivo de la brucelosis.
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Figura 8. PCR seminested en sangre y exudado vaginal de cabras inoculadas.
Panel A. Representacién esquemética de la orientacién de las dos copias del gen omp 2y
pogicién de los iniciadores (Bru 1, 3 y 4). Los rectdngulos etiquetados ~ 820 pb representan
el producto de la primera amplificacion con los iniciadores Bru 1 y Bru 4. Los rectdgulos
etiquetados 190 pb son el resultado final de la reaccién de Seminested PCR con iniciadores
Bru 1y Bru 3. Panel B. Fraccionamiento en gel de agarosa de los productos de la primera
amplificacién. Carril M es el marcador de peso molecular PBR 322-Alu I. Carriles 1 - 3,
muestras de sangre de caprinos infectados tomados a diversas fechas; carriles 4 - 6,
muestras de exudados vaginales de caprinos infectados tomados a diversas fechas; carril 7,
testigo positive (Brucella abortus ). Panel C. Productos de la reamplificacién o PCR
seminested, el contenido de los carriles es el mismo que el descrito para el Panel B.
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Figura 10, Deteccién de B. melitensis en exudado vaginal de cabras
inoculadas. Representacién esquemastica de los resultados positivos obtenidos en el
periodo posterior a la inoculacion de B. melitensis utilizando diferentes pruebas
diagnésticas. Cultivo=Aislamiento microbiolégico, PCR=PCR directa eon iniciadores
Bru 1 y Bru 3, PCR seminested=Reamplificacién de muestras previamente
amplificadas.
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Figura 11, Deteccién de B. melitensis en leche de cabras inoculadas.
Representacién esquemdtica de los resultados positivos obtenidos con
diferentes pruebas diagnésticas, durante el periode de lactancia de cada
animal. Cultivo=Aislamiento microbiolégico, PCR=PCR directa con
iniciadores Bru 1 y Bru 3.




Figura 12, Gortoas histolégicos do tojido infoctndo con B. melitensia. A. Ulorn con una
reaccién inflamatoria en mucuosa y detritos celulares, focos de hemorragia y edema marcado; BB.
Pulmén con desepitelizacién marcada de los bronquiolos, infiltrado inflamatorio linfocitario,
edema marcado y presencia de material fibrinoide; C. Higado con un cambio graso marcado,
desarreglo de los cordones hepdticos, edema discreto y congestién moderada difusa; D. Tincién de
Gram en 1itero, donde se aprecia en color naranja células polimorfonucleares y abundantes
detritus celulares.
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Tabla 1. Porcentaje de muestras positivas por PCR directa y cultivo.

[Prucba diagnéstical  Adultos Fetos Totales
Cultivo 359% (1419) [ 375%  (924) | 3650% (23/63)
PCR 923% (369) | 958% (2324) | 93.65%  (54/63)

Tablas 2 y 3. Resultados de la deteccién de B. melitensis con PCR directa y

cultivo, en tejidos y fluidos internos de feto hembra y feto macho.

Muestras de
feto hembra

PCR

Cultivo
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Cerebro

Corazén

Higado

Médula espinal

Médula ésea
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Riiién

Coé
wvida

o de

Contenido
gdstrico

Liquido
céfaloraquideo

Liquido

sinovial

Muestras de
feto macho

Cultive
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Cerebro

Corazén

Higado

Médula espinal

Médula ésea

Rifién

C de
lcavi

Contenido
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Liquido

céfaloraquideo

sinovial
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Tablas 4 y 5. Resultados de la deteccién de B. melitensis con PCR
directa y cultivo, en tejidos y flnidos internos de cabras “A” y “B”.

"m:" PCR | Cultive um‘ PCR | Cultive
Bazo + + Baze + +
Corebro @ - Cerebre + -
Corasém + - Ceraséa ¢+ -
Cotedia | + | + Segie [+ [ -
Genglio N . Gléndula . .
Gléindula + - e - #
mnl';g:lh L . Higadeo + -
Higado * - Eg:'." + +
E;d‘:: * + H:d“:h + -
H::l‘u.h + + Oje + .
Ojo + . Pémcreas - -
Piscreas + - Pulméa + -
Pulméa + - Rifiéa + »
Rifiém + + Utero + »
Utero + + Vejiga + =
Velign v | - oatuinquides| *{ 2
T | v | s [ |
ootaloraatieo |  * : foavidad curdincel * M

tlode dl ¢ +
Conz::;:o de + -




Tabla 8. Concentrado de resultados de PCR directa y cultivo en tejidos y fluidos
intracorporales de cabras adultas inoculadas y fetos.
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