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RESUMEN

La brucelosis o epididimitis ovina causada por Brucella ovis ocasiona problemas reproductivos
e importantes pérdidas econdémicas en las ganaderias. A diferencia de Brucella melitensis
(especie zoondtica objeto de campafias de erradicacion), B. ovis no es patdgena para el hombre
y su control no es obligatorio. La erradicacion de B. melitensis en la Unidon Europea conlleva la
prohibicion de la vacunacion con Revl (vacuna que también protege frente a B. ovis), lo que
estd favoreciendo una reaparicién de la epididimitis ovina en muchas regiones. Para el
diagndstico seroldgico de la infeccidn por B. ovis, se recomiendan las pruebas de Fijacion de
Complemento, Inmunodifusion en Gel de Agarosa (IDG) y/o Enzimoinmunoensayo indirecto
(ELISA-i). En estas pruebas se utiliza un extracto antigénico rico en R-LPS que se obtiene de
una cepa de B. ovis llamada REO198. Recientes estudios evidencian defectos en el core del R-
LPS de REO198 que podrian disminuir su eficacia antigénica. Con el fin de mejorar las
herramientas de deteccion de anticuerpos frente a B. ovis, evaluamos la eficiencia diagndstica de
3 antigenos extraidos de distintas cepas 0 mutantes de B. ovis, incluida REO198. Para ello
pusimos a punto y validamos una IDG y un ELISA-i enfrentando estos antigenos a un panel de
sueros Gold Standard (de animales con cultivo positivo de B. ovis y animales libres de
brucelosis). En la IDG, el antigeno extraido de un mutante natural de B. ovis PA (BoCITA)
mejoro la sensibilidad diagnostica respecto a REO198 en un 12%. Un ELISA-i con este mismo
antigeno ofrecid una elevada sensibilidad (98%) con total especificidad. Finalmente, utilizamos
estas pruebas para realizar el estudio seroldgico de animales vacunados con el mutante de B.
ovis BoPA:CAI:.CAllAwadB e infectados experimentalmente con B. ovis PA y descubrimos que
la IDG podria ser util para diferenciar entre animales infectados y vacunados (DIVA).



ABSTRACT

Ovine brucellosis or epididymitis caused by Brucella ovis causes reproductive symptoms and
important economic losses in livestock. Unlike Brucella melitensis (zoonotic species subject of
official eradication campaigns), B. ovis is not pathogenic for humans and its control is not
mandatory. After the eradication of B. melitensis, Revl vaccine (which protects also against B.
ovis) is banned in many regions of the European Union and this is favouring a re-emergence of
the ovine epididymitis. The tests recommended for B. ovis serological diagnosis are the
complement fixation test, agarose gel immunodiffusion (AGID) and indirect enzyme-linked
immunosorbent assay (i-ELISA). The antigen used for these tests is an R-LPS rich extract
obtained from the B. ovis strain REO198. Recent studies showed defects in the R-LPS core of
REO198 that could compromise its antigenic efficacy. In order to improve the tools for
detecting antibodies against B. ovis, we evaluated the diagnostic performance of 3 antigens
extracted from different B. ovis strains or mutants. For this, we set up and validated both AGID
and i-ELISA tests with these antigens using a panel of Gold Standard sera (from B. ovis culture
positive and brucellosis-free animals). In the AGID test, an antigen extracted from a natural
mutant of the reference strain B. ovis PA (BoCITA) showed an improved diagnostic sensitivity
(12 points higher) with respect to REO198. The i-ELISA with the same antigen yielded a high
sensitivity (98%) value and total specificity. These tests were used to conduct a serological
study in animals vaccinated with the B. ovis mutant BoPA:CAIL:CAIlAwadB and challenged
with B. ovis PA and this study showed that AGID would allow to differentiate between infected
and vaccinated animals (DIVA).



INTRODUCCION

Brucella ovis es una especie bacteriana gram negativa perteneciente al género Brucella que
causa una enfermedad de distribucion mundial cominmente conocida como epididimitis
contagiosa del carnero o epididimitis ovina. Este nombre se debe a que produce lesiones
genitales (orquitis y epididimitis) en los carneros, aunque también afecta a las hembras con
cuadros de aborto y placentitis (1). Los machos pueden transmitirse la infeccion entre ellos por
contacto directo de la mucosa oral con excreciones seminales o a través de las hembras, que se
contagian por via venérea durante la monta por un macho infectado y, a su vez, contagian a
otros machos, diseminando la infeccion. Ademas, las hembras pueden transmitir la infeccién a
la descendencia (in utero, perinatalmente o durante la lactancia), favoreciendo la permanencia
de B. ovis en el rebafio. Este proceso conlleva una gran reduccion de la de fertilidad (tanto en
machos como en hembras) y un aumento en la mortalidad perinatal de los corderos,
ocasionando importantes pérdidas econdmicas en las ganaderias afectadas (1,2).

A diferencia de otras especies de Brucella, como B. melitensis (agente causal de la brucelosis en
pequefios rumiantes, que también afecta al bovino) o B. abortus (propia del ganado bovino), que
son zoonoticas, B. ovis no es patdgena para el hombre y en la mayoria de las regiones no se
toman medidas especificas para su control y erradicacién, por lo que no existen datos precisos
sobre su incidencia y prevalencia. Por el contrario, B. melitensis es la principal causa de
brucelosis en humanos y lleva décadas siendo objeto de campafias oficiales de erradicacion en
toda la Unidén Europea. La combinacion de la vacunacion con Rev 1y el diagnéstico y sacrificio
de animales infectados ha permitido erradicar esta infeccion en gran parte de la UE y en muchas
regiones de nuestro pais (incluyendo Aragon) (3). La vacuna Rev 1 es una cepa viva atenuada
de B. melitensis que, ademas de proteger contra este patdgeno, resulta efectiva frente a B. ovis
(2). Como consecuencia de la erradicacion de B. melitensis, se han ido retirando los programas
de vacunacion con Rev 1. Ante la ausencia de vacunacion y de controles sanitarios especificos
frente a B. ovis, esta infeccion estd reemergiendo en Europa y particularmente, en Espafia.
Algunas regiones como Aragon, Pais Vasco o Navarra, han venido incluyendo en sus programas
sanitarios el diagnéstico de B. ovis en machos, pero las politicas de control basadas
exclusivamente en el sacrificio de los machos positivos son insuficientes, como han demostrado
varias experiencias en el Pais VVasco (4) .

En cuanto al diagndstico de la infeccion por B. ovis, la presencia de orquitis o epididimitis en
los machos resulta orientativa, pero hay que tener en cuenta que existen otras bacterias que
también generan estas lesiones genitales, como A. actinomycetencomitans, Histophilus ovis,
Haemophilus spp., Corynebacterium pseudotuberulosis ovis, B. melitensis o Chlamydophila
abortus entre otras (1). La Unica prueba incontestable de la presencia de B. ovis en un rebafio es
el aislamiento de la bacteria, que puede realizarse a partir de semen, leche, escobillén vaginal o
muestras de necropsia. Sin embargo, el diagnostico bacteriolégico tiene una sensibilidad
limitada a nivel individual (pues depende del nivel de excrecion del animal en el momento de
tomar las muestras y de la experiencia técnica del laboratorio en el que se realiza el
diagndstico), es costoso y lento. Por tanto, para llevar a cabo la vigilancia epidemiologica de los
rebafios o el diagnéstico individual en programas de erradicacién es necesario disponer de
pruebas seroldgicas que sean suficientemente sensibles y especificas. La Oficina Internacional
de Epizootias (OIE) recomienda varias pruebas para el diagnéstico seroldgico de B. ovis: i) la
fijacion de complemento (FC), ii) la inmunodifusion en gel de agarosa (IDG o AGID) o iii) el
enzimoinmunoensayo indirecto (ELISA-i). Trabajos anteriores (5,6) han demostrado que se
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puede obtener una sensibilidad dptima con la combinacion de un ELISA-i y la IDG. La IDG
presenta la ventaja de ser una prueba técnicamente sencilla y de bajo coste. No obstante, al no
existir métodos estandarizados reconocidos internacionalmente para el ELISA-i y la IDG, la
prueba utilizada para certificar animales para su traslado o el comercio internacional es la FC
(1). Sin embargo, este test presenta varios inconvenientes, ya que es técnicamente complejo (lo
que dificulta su estandarizacion e interpretacion) y mediocre en cuanto a sensibilidad
diagnostica (capacidad para detectar los individuos infectados) (5). El diagnostico serolégico de
B. ovis presenta problemas no solo de sensibilidad sino también de especificidad (falsas
reacciones positivas), que han sido poco estudiados hasta el momento (5,6). Algunas pruebas
inmunoldgicas han evidenciado reacciones cruzadas entre B. ovis y otras bacterias que afectan al
ganado ovino, como Dichelobacter nodosus o Corynebacterium pseudotuberculosis (1).

B. ovis es una bacteria naturalmente rugosa (a diferencia de la mayoria de especies de Brucella,
que son lisas) cuyo lipopolisacarido (LPS) de membrana (R-LPS, del inglés “rough™) juega un
papel esencial en su virulencia y antigenicidad (2). EI R-LPS es una estructura ramificada que, a
diferencia del LPS liso de B. melitensis, B abortus o B.suis, carece de la cadena de polisacarido
O en su regién mas externa (7). El antigeno utilizado desde hace décadas por consenso en el
diagnostico seroldgico de B. ovis procede de la cepa REO198 (1), la cual, a diferencia de la cepa
de referencia (B. ovis PA) y de la mayoria de cepas de campo, es CO: independiente. Esta
caracteristica facilita su crecimiento in vitro y la extraccién de los complejos solubles de
membrana (R-LPS y proteinas de membrana externa —Omp-) utilizados en las pruebas
diagndsticas (8). Sin embargo, recientes estudios han puesto en evidencia defectos en el core del
R-LPS de REO198 (9) que podrian suponer una merma en la eficacia antigénica de esta cepa en
las pruebas seroldgicas.

Es por ello que los investigadores en brucelosis del Centro de Investigacion y Tecnologia
Agroalimentaria de Aragon (CITA) y de la Universidad de Navarra (UNAV) se plantearon el
estudio de nuevos extractos antigénicos de B. ovis, los cuales debian obtenerse en cepas carentes
de estos defectos en el R-LPS y, ademas, estas cepas debian ser capaces de crecer en ausencia
de CO- (para favorecer los procesos de extraccion antigénica, que requieren del crecimiento in
vitro de la bacteria en grandes cantidades). Estudios recientes han demostrado que la
dependencia de CO- de B. ovis para su crecimiento (requiere atmdsferas con 5-10% CO) esta
relacionada con la presencia de dos anhidrasas carbonicas (enzimas capaces de transformar el
CO: en bicarbonato) en Brucella, llamadas CAl y CAIl. Segun estos estudios, dichas enzimas
estarian inactivas en B. ovis y en algunas cepas de B. abortus CO, dependientes, y esta CO-
dependencia desaparece en mutantes en los que CAIl ha recuperado su actividad, lo que
explicaria la aparicion de cepas CO, independientes de forma natural (10). Estos estudios
permitieron la construccién de un mutante CO; independiente derivado de la cepa de referencia
B. ovis PA (que no posee el defecto del R-LPS presente en REO198), mediante la insercion de
genes que permiten recuperar la actividad de CAIl y CAIl. Este mutante CO; independiente
resultaria atil no solo para la produccion de extractos antigénicos sino también como cepa
parental en la construccion de cepas vacunales.

El objetivo general del presente trabajo era el de mejorar la eficacia diagnostica de las pruebas
seroldgicas utilizadas hasta el momento (ELISA-i y DG) para detectar la infeccion por B. ovis.
Para ello, sustituimos el extracto antigénico de la cepa REO198, utilizado hasta el momento, por
nuevos extractos obtenidos de cepas B. ovis PA CO, independientes (a partir de un mutante
natural y de una cepa modificada genéticamente). Ademas, aunque el desarrollo de vacunas no
era un objetivo especifico de este trabajo, aplicamos las pruebas puestas a punto con los nuevos
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antigenos para realizar el seguimiento inmunoldgico de los animales de un experimento,
realizado en paralelo, para evaluar la proteccion de una vacuna viva experimental
(BoPA:CAIL:CAllAwadB) frente a la infeccion por B. ovis.

Figura 1. Representacion del lipopolisacarido rugoso de membrana (R-LPS) propio de Brucella
ovis. Las flechas indican las glicosiltransferasas deleccionadas en la cepa vacunal
BoPA:CAIL:CAllAwadB. Kdo (&cido 3-deoxi-D-mano-octulosénico), Glc (glucosa), Man
(manosa), GIcN (glucosamina) y Quin (quinovosamina). (7)
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo era lograr una mejora en la eficiencia diagndstica de las
pruebas serolégicas que se utilizan para la deteccion de anticuerpos frente a la infeccién por B.
ovis.

Para ello, los objetivos concretos abordados fueron:

1. Valorar la eficiencia diagndstica en la técnica de inmunodifusion en gel (IDG) de
dos nuevos extractos antigénicos, obtenidos de cepas B. ovis PA CO--
independientes, respecto al de la cepa REO198 cominmente utilizado.

2. Poner a punto y validar un enzimoinmunoensayo indirecto (ELISA-i) para el
diagnostico seroldgico de la infeccion por B. ovis, utilizando nuevos extractos
antigénicos obtenidos de cepas B. ovis PA CO,-independientes.

3. Aplicar las técnicas validadas con los nuevos antigenos al estudio de la respuesta
serol6gica de animales vacunados con el mutante B.ovis PA:CAI:CAIIAwadB y/o
infectados experimentalmente con la cepa de referencia B. ovis PA.



MATERIAL Y METODOS

1 SUEROS UTILIZADOS

Para la puesta a punto y validacion de las pruebas de diagndstico seroldgico con los distintos
extractos antigénicos de B. ovis utilizamos los siguientes sueros de ovino:

- 60 sueros de rebafios libres de brucelosis (poblacion Gold Standard negativa).

- 96 sueros de animales con infeccion de B. ovis confirmada mediante cultivo bacteriano
(poblacion Gold Standard positiva).

Para realizar el seguimiento inmunoldgico de los corderos de un ensayo de proteccién vacunal
analizamos los siguientes sueros:

- Sueros de 14 corderos libres de brucelosis vacunados (con 10 UFC por via
subcutdnea) con la cepa experimental B. ovis PA:CAILl:CAIIAwadB
(Bo:CAI:CAllAwadB) y sueros de 13 corderos libres de brucelosis utilizados como
control sin vacunar. Los sueros fueron extraidos el dia 0 (antes de la vacunacion) y 1, 2,
4, 8, 21, 33, 35 y 41 semanas después de la vacunacién. En la semana 33, todos los
corderos fueron infectados experimentalmente con la cepa de referencia B. ovis PA
(cada cordero recibi6 10° UFC por via conjuntival y prepucial).
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Figura 2. Extraccién de sueros de los 14 corderos libres de brucelosis vacunados con
Bo:CAI:CAIlIAwadB y los 13 corderos control sin vacunar. Las flechas rojas indican el nimero
de semana post vacunacion (spv) en la que se realizé cada extraccion. En la semana 1 se realizé
la vacunacion experimental con B.ovis PA:CAI:CAIlAwadB. En la semana 33 los corderos
fueron infectados experimentalmente con la cepa B. ovis PA.

2 ANTIGENOS COMPARADOS

Para seleccionar el extracto antigénico mas adecuado, utilizamos los extractos salinos calientes
(HS, del inglés Hot Saline) de las siguientes cepas de B. ovis:

e B. ovis REO198 (BoREO):

Cepa CO; independiente utilizada desde hace décadas para obtener el HS para diagnostico de B.
ovis (1,6). ElI HS de esta cepa fue obtenido en el laboratorio de brucelosis del CITA segln la
metodologia descrita por Marin et al., 1989 (5). Brevemente, las bacterias cultivadas en
matraces fueron recogidas mediante filtracion tangencial (Pellicon; casette de 0.16 micras o0 100
K de exclusidon) en el minimo volumen posible de PBS y autoclavadas (121°C, 1 atm, 20 min)
para obtener la fraccion soluble. Tras retirar los restos celulares mediante centrifugacién (10.000
rpm, 20 min) y filtrar en papel el sobrenadante, éste fue dializado en agua destilada y
posteriormente sometido a ultracentrifugacion (100.000 - 130.000 g; 6 horas) para eliminar la
mayor cantidad posible de proteinas solubles. El precipitado obtenido (extracto antigénico HS



rico en R-LPS) se disolvié en la minima cantidad de agua destilada y fue liofilizado y
conservado en ambiente seco hasta su utilizacién. Este extracto antigénico HS se caracteriza por
ser rico en lipopolisacérido rugoso (R-LPS) y proteinas de membrana externa (11).

e B.ovis PA CO;/ suero independiente (BoCITA):

Mutante natural de B. ovis PA obtenido mediante cultivos sucesivos de la cepa de referencia B.
ovis PA en atmosfera libre de CO y usando como medio de cultivo Blood Agar Base (BAB)
libre de suero. El antigeno HS de BoCITA fue obtenido por el mismo método que BoREO (ver
arriba).

o B.ovis PA::CAI::CAll (Bo::CAI::CAID):

Mutante de B. ovis PA CO; independiente, obtenido en del Dpto. de Microbiologia y
Parasitologia de la Universidad de Navarra (UNAV) mediante insercion de genes de anhidrasas
carbonicas (10). EI HS de esta cepa habia sido extraido en UNAYV siguiendo el método descrito
en Marin et al. 1989 (5), pero con ligeras variaciones. Brevemente, las bacterias cultivadas en
matraces fueron recogidas por centrifugacion (7000 g, 20min) y resuspensién en volumen
minimo (1g / 10ml) de suero salino y autoclavadas a vapor fluente (100°C, durante 15min). Tras
retirar los restos celulares mediante centrifugacion (12.000 g, 15 min, 4°C) y ultracentrifugacién
(100.000 g a 4°C durante 20 h), el sobrenadante fue dializado en agua destilada y
posteriormente centrifugado (12.000 g, 15 min) para eliminar impurezas. El sobrenadante
obtenido (extracto antigénico HS) fue liofilizado y conservado en ambiente seco hasta su
utilizacion.

e Cepa vacunal B.ovis PA:CAI:CAllAwadB (Bo::CAl::CAIIAwadB)

Mutante de B. ovis PA CO; independiente construido en UNAV mediante insercion de genes de
anhidrasas carbonicas (10) y deleccidén del gen wadB (7) para ser evaluado como vacuna frente
a la infeccién por B. ovis en ovino. ElI HS de esta cepa se obtuvo en UNAV con el mismo
método que el antigeno anterior (Bo::CAI::CAIlI).

3 INMUNODIFUSION EN GEL CON DISTINTOS EXTRACTOS ANTIGENICOS DE B. oviIs.

3.1 TITULACION DE LOS EXTRACTOS HS DE B. ovis (BOREO, BOCITA Y Bo::CAI::CAIl)
PARA DETERMINAR SU CONCENTRACION OPTIMA DE USO.

En primer lugar, determinamos la concentracién dptima de uso de cada antigeno utilizando un
panel reducido de sueros control: i) 14 sueros de corderos libres de brucelosis, ii) 6 sueros de
corderos naturalmente infectados por B. ovis y iii) 13 sueros de corderos extraidos 2 semanas
después de la infeccion experimental con la cepa de referencia B. ovis PA.

Para ello, los antigenos que se conservaban liofilizados fueron reconstituidos en agua destilada
estéril y preparados a concentraciones de 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml y 0,625
mg/ml. Hubo que sonicar en repetidas ocasiones las soluciones, ya que algunos antigenos no
conseguian disolverse adecuadamente. Por Gltimo, estos se mantuvieron congelados a -20°C
hasta el momento de su utilizacion.

Para la preparacion del gel, se disolvieron 1 g de agar noble y 10 g de NaCl en 100 ml de buffer
borato, llevando la mezcla a ebullicion hasta lograr una solucion uniforme. A continuacion, se
pipetearon 9 ml de la solucion en una placa de vidrio, obteniendo una capa de gel de 2,5 mm de
grosor aproximadamente. Se dejo solidificar durante 20 minutos a temperatura ambiente y una



vez frio se perforo el gel para hacer rosetas de 6 pocillos equidistantes entre si y respecto a un
pocillo central, con una separacion de 3 mm.

Se pusieron 20 pl de cada suero en los pocillos externos de la roseta y 20 pl de cada antigeno a
las concentraciones mencionadas anteriormente en el pocillo central. En cada placa se afiadié un
suero conocido como control positivo. Se incubaron los geles a 37°C en cdmara humeda. La
lectura de las bandas de precipitacion se realiz6 a las 24 y 48 horas.

Consideramos como dptima la concentracion minima de antigeno que resulté en mayor nimero
de reacciones positivas con los sueros “cultivo positivo”, siendo negativos todos los sueros
“libres de brucelosis”.

3.2 COMPARACION DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DIAGNOSTICA DE LA IDG CON
LOS DISTINTOS EXTRACTOS HS DE B. ovis.

Utilizando la concentracién Optima de cada antigeno (determinada segln se indica en el
apartado anterior), calculamos la sensibilidad [100 x (n° de sueros positivos / n°® de sueros
cultivo positivo testados)] y especificidad [100 x (n° de sueros negativos / n® de sueros libres de
brucelosis)] diagnoésticas de la prueba de IDG para los antigenos HS de BoREO, BoCITA y
Bo::CAI::CAIl. Para ello utilizamos un total de 109 sueros cultivo positivo (96 sueros de ovejas
y carneros naturalmente infectados por B. ovis mas 13 sueros de animales infectados
experimentalmente con B. ovis PA) y 73 sueros de ovino libres de brucelosis. Preparamos los
geles siguiendo el protocolo arriba indicado, colocamos el antigeno en los pocillos centrales y
los sueros en los pocillos exteriores, incubamos y realizamos la lectura de las bandas de
precipitacion a las 24 y 48h.

4 PUESTA A PUNTO Y VALIDACION DE UN ENZIMOINMUNOENSAYO INDIRECTO
(ELISA-1) PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR B. ovis.

Pusimos a punto y validamos un ELISA-i para el diagnostico de animales infectados por B. ovis.

4.1 SELECCION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DEL ELISA-I Y DEL EXTRACTO
ANTIGENICO MAS ADECUADO.

En una primera fase seleccionamos las condiciones Optimas del ELISA-i (tipo de placa,
concentraciones Optimas de antigenos, conjugado y suero) para el diagnéstico de animales
infectados por B. ovis. Para ello comparamos los resultados obtenidos con los tres extractos
antigénicos de B. ovis descritos en el Apdo. 2 (HS de BoREO, BoCITA y Bo::CAI:CAIl),
frente a un panel representativo (n=16) de sueros ovinos Gold Standard (GS) procedentes de
animales cultivo positivo (n=8) y libres de brucelosis (n=8). Realizamos los ensayos con dos
tipos de placas de polietileno (96 pocillos, fondo plano), unas tratadas para favorecer la unién de
las proteinas (Nunc Maxisorp ® A/S, Dinamarca) y otras, sin tratamiento especifico (Costar ®,
USA). Testamos los sueros a las diluciones 1/100 y 1/200 y comparamos distintas
concentraciones de antigeno (10 pg/ml, 5 pg/ml y 2,5 pg/ml), combinadas con diferentes
concentraciones (0,2 pg/ml y 0,4 pg/ml) de conjugado anti-lgG policlonal (Proteina G
recombinante conjugada con peroxidasa, Thermo Fisher Scientific, USA). Realizamos las
lecturas de densidad 6ptica (D.O) 15 y 25 minutos después de afiadir el sustrato.

Para realizar la adsorcion del antigeno a las placas, partimos de los antigenos liofilizados y
preparamos soluciones antigénicas a razén de 1 mg/ml en H,O destilada estéril. Diluimos cada
antigeno en tampdén carbonato (60 mM y pH 9,6) a las concentraciones requeridas (10 pg/ml, 5
pg/ml y 2,5 pg/ml) y lo dispensamos en las placas correspondientes a razon de 100 ul por
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pocillo. Cubrimos las placas con film y las incubamos una noche en incubador a 37°C (en
presencia de humedad para evitar la desecacion). Transcurrido ese tiempo, retiramos la solucién
antigénica de las placas y las lavamos tres veces con PBS-Tween20 (polioxietilen-sorbitadn
monolaurato —Sigma- al 0,05% en PBS).

Los sueros, diluidos en PBS-Tween20 a razon de 1/100 y 1/200, fueron dispensados en las
placas (100ul / pocillo) e incubados a 37°C durante 45 minutos (cubriéndolos con una tapa
adhesiva para evitar la evaporacién de producto). En cada placa incluimos siempre un suero
control positivo y otro negativo (de cada dilucion y siempre por duplicado). Tras la incubacién
y tres ciclos de lavado con PBS-Tween20, afiadimos el conjugado (100pl / pocillo) previamente
diluido (0,2pg/ml 0 0,4pg/ml) en PBS-Tween20 e incubamos de nuevo 45 minutos a 37°C. Para
el revelado, lavamos las placas con PBS-Tween20 y afiadimos (100 pl / pocillo) una solucién de
0,11 mg/ml de acido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzo-tiazolin-6-sulfonico (ABTS, Sigma) en tampon
citrato (0,05 M, pH 4) con 38% de HO, previamente diluida a 1/25. Incubamos las placas a
temperatura ambiente con agitacién y pasados 15, 20 y 25 minutos de la adicién del sustrato
medimos su absorbancia (D.O) a 405nm en un espectrofotémetro de placas (Multiskan RC;
Thermo Labsystems, Vantaa, Finlandia).

Para determinar las condiciones Optimas (tipo de placa, concentracion de antigeno y conjugado
y tiempo de lectura), calculamos el promedio de las D.O de los 8 sueros GS positivos (D.Oprom
P) y de los 8 GS negativos (D.Orrom N), para cada una de las combinaciones, y seleccionamos
aquellas condiciones que resultaban en una mayor diferencia entre D.Oprom. P Y D.Oprom N.
También se tuvo en cuenta la resolucion entre las poblaciones GS positiva y GS negativa, es
decir, se procur6é que la distancia entre el suero GS positivo con menor D.O y el suero GS
negativo con mayor D.O fuera la maxima.

Para seleccionar el extracto antigénico de B. ovis mas adecuado, realizamos un segundo ensayo
en el que testamos los HS de BoCITA y Bo::CAL::CAll frente a un panel mas amplio de sueros
(24 GS positivos y 24 GS negativos). Para ello seguimos el protocolo descrito arriba, usando las
condiciones seleccionadas en cuanto a tipo de placa, concentracion de antigeno y conjugado y
tiempo de lectura (los sueros se testaron de nuevo a las diluciones 1/100 y 1/200). Se consider6
como Optima la combinacién de antigeno y dilucion de suero que ofrecié mayor resolucion entre
las poblaciones GS positiva y negativa.

4.2 DETERMINACION DEL PUNTO DE CORTE Y DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD
DIAGNOSTICAS DEL ELISA-I.

Una vez seleccionado el antigeno de B. ovis y las condiciones 6ptimas del ensayo, procedimos a
validar el ELISA-i con una muestra mayor de sueros: 80 sueros GS positivos y 119 sueros GS
negativos. Este ELISA-i se realiz6 siguiendo el protocolo descrito (Apdo. 4.1). Los valores de
D.O obtenidos fueron transformados en porcentajes de densidad éptica (% D.O) mediante la
formula: [%D.0 = 100 x (D.O muestra / D.O control positivo)], y procesados mediante analisis
estadistico ROC utilizando el programa Medcalc 9.2.1.0. De este modo calculamos la
sensibilidad y especificidad diagnostica para todos los posibles puntos de corte y determinamos
como 6ptimo aquel que permitio la maxima sensibilidad diagnéstica para una especificidad del
100%.
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5 SEGUIMIENTO INMUNOLOGICO MEDIANTE IDG Y ELISA-I DE ANIMALES
VACUNADOS E INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CON B. ovis.

Aplicamos la IDG y el ELISA-i con distintos extractos antigénicos de B. ovis para el
seguimiento inmunolégico de los corderos de un ensayo cuyo objetivo era evaluar la eficacia de
una vacuna experimental frente a la infeccion por B. ovis. Para ello utilizamos los sueros de 14
animales vacunados y de 13 controles sin vacunar extraidos a lo largo del ensayo (ver Apdo. 1).

En primer lugar, todos los sueros de la experiencia fueron sometidos a una prueba IDG con
BoREO (utilizada de rutina para la deteccion de anticuerpos frente a B. ovis). A continuacion,
repetimos la prueba con los antigenos obtenidos de Bo::CAl::CAIll (cepa parental del mutante
evaluado como vacuna) y Bo::CAIL:CAIlAwadB (cepa vacunal), usando diluciones dobles
seriadas desde 10 mg/ml hasta 0.6 mg/ml, frente a un panel de sueros obtenidos 1, 2 y 4
semanas tras la vacunacion con B.ovis PA:CAIL:CAIIAwadB y sueros del grupo control sin
vacunar obtenidos 2 semanas después de la infeccion experimental con B. ovis.

Para completar el estudio seroldgico de esta experiencia, utilizamos el ELISA-i con antigeno
BoCITA puesto a punto y validado en el Apdo. 4. Ademas, analizamos los sueros del ensayo en
un ELISA-i con el antigeno homdlogo a la vacuna evaluada. Para poner a punto este ELISA-i
con antigeno de Bo::CAIL::CAIIAwadB, seguimos el mismo proceso que con los otros extractos
de B. ovis (Apdo. 4.1).
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RESULTADOS

1 INMUNODIFUSION EN GEL CON DISTINTOS EXTRACTOS ANTIGENICOS DE B. oVIS.

1.1 TITULACION DE LOS EXTRACTOS HS DE B. ovIS

En el experimento de titulacion realizado para determinar la concentracion optima de uso de
cada antigeno (ver Apto. 3.1 de Material y Métodos), la lectura de las bandas de precipitacion
realizada a las 24 y 48 horas revel6 que los tres antigenos (BoREO, BoCITA y Bo::CAI::CAIl)
ofrecian resultados positivos con los 19 sueros control cultivo positivo hasta la concentracion
mas baja testada (0,6 mg/ml). Sin embargo, elegimos como concentracion dptima de uso 1,25
mg/ml, ya que mostraba unas bandas de precipitacion mejor definidas en comparacion con otras
concentraciones de antigeno. Los seis sueros de corderos libres de brucelosis dieron resultado
negativo para los tres antigenos.

1.2 SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DIAGNOSTICAS DE LA IDG CON LOS DISTINTOS
EXTRACTOS HS DE B. ovIs

Una vez fijamos la concentracion optima de antigeno en 1,25 mg/ml, calculamos la sensibilidad
(Dse) y especificidad (Dsp) diagnosticas de la IDG con los antigenos BoREO, BoCITA y
Bo::CAI::CAIl como se muestra en la Tabla 1. Todos los antigenos presentaron 100% de
especificidad (no se observé ninguna banda de precipitacion en sueros de animales libres de
brucelosis). En cuanto a la sensibilidad, el antigeno BoCITA proporciond valores mas altos (ver
Tabla 1). De hecho, este antigeno mejoré en un 12% la sensibilidad diagnéstica de la prueba con
respecto al de BoREO utilizado hasta el momento, siendo por tanto el antigeno més idéneo para
el diagndstico seroldgico de B. ovis por IDG.

Tabla 1. Numero de animales con cultivo positivo de B. ovis (n=109) y libres de brucelosis
(n=73) que resultaron positivos en difusién en gel con los antigenos BoREO, Bo::CAI::CAll y
BoCITA (1,25 mg/ml). Entre paréntesis, la sensibilidad (Dse) y especificidad (Dsp)
diagnosticas calculadas con un intervalo de confianza del 95%.

Antigenos BoREO Bo::CAI::CAllI BoCITA
B. ovis cultivo positivo 83/109 92/109 3 96/109
(Dset, 95% CI) (76.15, 67-83.8) | (84.40, 76.2-90.6) | (88.07, 80.5-93.5)
Libres de brucelosis 0/73 0/73 0/73
(Dsp?, 95% CI) (100, 95.1-100) | (100, 95.1-100) (100, 95.1-100)

1. Dse = 100 x (nimero de sueros positivos / nimero de sueros cultivo positivo testados).
2. Dsp = 100 x (namero de resultados negativos / nimero de sueros cultivo negativo testados).

3. El 25 % de los sueros B.ovis cultivo positivo dieron 2 6 3 bandas adicionales para el antigeno
Bo::CAI::CAIl, mientras que en los otros dos antigenos sélo se observaron 3 sueros con dobles
o triples bandas.
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2 PUESTAAPUNTO Y VALIDACION DEL ELISA-1 CON HS DE B. ovis

En el primer ensayo realizado con una muestra de 16 sueros Gold Standard ovinos, i.e.
procedentes de 8 animales cultivo-positivo (GS-positivo) y 8 libres de brucelosis (GS-
negativo), fijamos la concentracion 6ptima de antigeno en 2,5 pg/ml, ya que las concentraciones
superiores no mejoraban significativamente el resultado final (las diferencias entre los valores
promedio de D.O de los sueros GS positivos y GS negativos fueron similares).

En esta primera fase descartamos el antigeno BoOREO porque, en general, producia valores de
densidad Optica mas altos en los sueros GS-negativos (a este fendémeno le llamamos “ruido de
fondo”) que los otros dos antigenos, y algunos de estos sueros GS-negativos ofrecian valores de
D.0O tan elevados como algunos sueros GS-positivo, comprometiendo la resolucion del ELISA.

Este ensayo también nos permitid seleccionar las placas de polietileno Costar ® sin tratamiento
especifico como idoneas, porque ofrecian mayores diferencias y resolucién entre GS-positivos y
GS-negativos, al mostrar menos “ruido de fondo” que las placas Nunc Maxisorp ® (pretratadas
para aumentar la adsorcion de proteinas).

En un segundo ensayo testamos los antigenos BoCITA y Bo::CAl::CAll frente a una coleccion
de 24 sueros GS positivos y 24 sueros GS negativos para seleccionar cual tenia mejor
rendimiento diagnostico. Ademas, determinamos otra serie de parametros Optimos como la
concentracién de conjugado, dilucién de suero y tiempo de lectura. Como indica la Tabla 2, los
antigenos Bo:CAIl::CAIl y BoCITA mostraron diferencias similares entre GS positivos y GS
negativos, este Ultimo destacando por unos valores de resolucion mejores. Escogimos como
dilucién 6ptima de suero 1/100 ya que a 1/200 el valor de diferencia entre sueros GS positivos y
GS negativos disminuia. Ademas, fijamos en 0,2 pg/ml la concentracion 6ptima de Proteina G
debido a que con 0,4 pug/ml ni la diferencia ni la resolucion mejoraban de forma significativa.

Tabla 2. Valores de diferencia y resolucién para los antigenos Bo::CAl::CAll, BoCITA vy
BOREO en el ELISA-i testado en placas Costar ® sin tratamiento. Se muestran los resultados
obtenidos con la concentracion de antigeno 2,5 pg/ml, las diluciones de sueros 1/100 y 1/200,
las concentraciones de conjugado 0,2 pg/mly 0,4 ug/ml y el tiempo de lectura a 15 minutos.

Bo::CAI::CAIll BoCITA
Proteina G Dif! Res? Dif Res
1/100 | 1/200 | 1/100 | 1/200 | 1/100 | 1/200 | 1/100 | 1/200
0,2 pg/ml 1,0 0,8 -0,3 -0,2 1,1 0,9 0,0 0,0
0,4 pg/ml 1,2 1,0 -0,3 -0,2 1,2 1,0 -0,1 -0,1

1. Dif: diferencia entre el promedio de las D.O de 24 sueros GS positivos (D.Oprom P) y de 24
sueros GS negativos (D.Oprom N).

2. Res: resolucion entre poblaciones GS positiva y GS negativa (distancia entre el suero GS
positivo con menor D.O y el suero GS negativo con mayor D.O).

Finalmente seleccionamos el antigeno BoCITA ya que es el que ofrecié una mayor resolucion
entre los sueros GS positivos y negativos. Como se puede ver también en la Figura 3, los dos
antigenos ofrecieron resultados muy similares, aunque el antigeno BoCITA permitié obtener
valores de D.O més bajos para uno de los sueros GS negativo, que superaba los niveles de D.O
deseables en el ELISA con Bo::CAI::CAIl.
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Figura 3. Valores de densidad dptica (D.O) obtenidos para los sueros GS negativos (0y 2) y
GS positivos (1 y 3) frente a los antigenos BoCITA y Bo::CAI::CAll. La flecha roja indica el
suero GS negativo cuya D.O resulté mayor al utilizar el antigeno Bo::CAl::CAll, empeorando
considerablemente la resolucion del test (motivo por el cual se seleccion6 el antigeno BoCITA).

En el ensayo de validacion utilizamos un panel mucho mas amplio de sueros frente al antigeno
BoCITA con las condiciones éptimas fijadas en los ensayos anteriores. Determinamos como
punto de corte 6ptimo un porcentaje de densidad Optica del 50% (ver Figura 4). Este valor es el
gue permite la maxima sensibilidad diagnostica (97,5%) para una especificidad del 100%, lo
cual es un requisito prioritario en brucelosis.
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Figura 4. Porcentajes de densidad Optica obtenidos en el ELISA-i al analizar los sueros ovinos
de animales con cultivo positivo de B. ovis (GS positivo, derecha) y animales de rebarios libres
de infeccion (GS negativo, izquierda). La linea horizontal indica el punto de corte (50% D.O)
que permite la maxima sensibilidad diagndstica (Sens) con una especificidad (Spec) del 100%.
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3 ESTUDIO  SEROLOGICO DE  ANIMALES VACUNADOS E INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE CON B. OVIS: UN HALLAZGO INESPERADO.

Al utilizar la IDG con el antigeno BoREO para el seguimiento de la respuesta serologica de los
corderos en la experiencia de proteccion vacunal mencionada arriba (Apdo. 5 de Material y
Métodos), observamos que los animales vacunados con el mutante Bo::CAI::CAIlIAwadB no
reaccionaban en dicha prueba tras la vacunacién (ver Figura 5). Para comprobar el motivo de
esta falta de reactividad, repetimos la prueba con otros dos antigenos: Bo::CAL::CAIll (HS
obtenido de la cepa parental del mutante vacunal) y Bo::CAI::CAIIAwadB (HS obtenido de la
cepa vacunal) a diferentes concentraciones.

Inmunodifusion en Gel (BoREO)

100 /]“A—A—A—A

—@— BoPA::CAIL:CAllAwadB

—— Control sin vacunar

% de animales positivos

Semanas post vacunacion

Figura 5. Porcentaje de animales positivos en la IDG con el antigeno BoREO frente a sueros
control de animales no vacunados y sueros de animales vacunados con el mutante
Bo::CAL:CAIllAwadB. En la semana 33 todos los animales fueron infectados
experimentalmente con la cepa de referencia B. ovis PA.

Como muestra la Tabla 3, los dos antigenos utilizados (Bo::CAl::CAIll y BoREO) dieron
reaccion con los 6 sueros control positivo de la coleccion del CITA (procedentes de ovejas
cultivo-positivo naturalmente infectadas). También resultaron positivos los 13 sueros de
corderos no vacunados (grupo control) 2 semanas después de ser infectados experimentalmente
con B. ovis (y que resultaron en su mayoria cultivo positivo al final de la experiencia).
Independientemente de la concentracion, con los antigenos BoREO y Bo::CAI::CAIl
detectamos el mismo numero de animales infectados, por lo que 1,25 mg/ml seria una
concentracién 6ptima de uso (coincidiendo con lo observado en el Apdo. 1.2).

Para detectar los animales vacunados fue necesario subir a 10 mg/ml la concentracién de todos
los antigenos ya que a concentraciones inferiores se obtenian un nimero mucho menor de
resultados positivos (lo que explica la falta de reactividad en el primer ensayo —Figura 1- con
BoREO a 1,25 mg/ml). A esta concentracion observamos que tanto con el antigeno de la cepa
parental (Bo::CAI::CAIl) como con el antigegno homdlogo (Bo::CAL:CAIlAwadB)
practicamente el total de los animales vacunados reaccionaron en la primera semana, mientras
que con el antigeno BoREO la mayoria de los animales no reaccionaron hasta la segunda
semana post-vacunacion.
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Cuando utilizamos el antigeno extraido de la cepa vacunal (Bo::CAIL::CAIIAwadB), solo un
suero del panel de animales infectados reacciono, tanto a 1,25 mg/ml como a 10 mg/ml. Sin
embargo, este antigeno si que dio reaccion para los sueros de corderos vacunados en las
semanas 1, 2 y 4 post vacunacion. Por tanto, la IDG podria ser un buen test a la hora de
diferenciar animales vacunados de infectados (estrategia DIVA, Differentiating Infected from
Vaccinated Animals).

Tabla 3. NUmero y porcentaje de animales positivos en la prueba de IDG para los antigenos
BOREO, Bo::CAL:CAIl y Bo::CAL::CAIlAwadB en las diluciones 1,25 mg/ml (dilucién éptima
de uso) y 10 mg/ml. Cada antigeno fue testado frente a una coleccién de 6 sueros cultivo
positivo de animales infectados por B. ovis, 13 sueros control de corderos sin vacunar, y 14
sueros de corderos libres de brucelosis vacunados con la cepa experimental B.ovis
PA::CAIL:CAIlIAwadB extraidos 1, 2 y 4 semanas después de la vacunacion.

BoREO Bo::CAIl::CAIl | Bo::CAI::CAIlAwadB
NUmero (%) de animales positivos a 1,25mg/ml y
Animales Semgpas. post . 10mg/ml
vacunacién/infeccion
1,25 10 1,25 10 1,25 10
B. ovis cultivo i 6 6 6 6 1 1
positivo (n=6) (100) | (100) | (100) | (100) (16,7) (16,7)
Control sin 2 SPIL 11 11 11 11 0 0
vacunar (n=13) (84,6) | (84,6) | (84,6) | (84,6)
2 4 1 14 6 13
2
1SPV W3 | @88 | (7.1 | @00 | @29 | (929
Vacunados con
7 13 4 8 12
Bo::CAIl::CAIll 2SPV 0
AwadB (n=14) (50,0) | (92,9) (28,6) (57,1) (85,7)
8 7 1 4 6
ASPV 570) | 500) | ° | @1) | @88 | 429

1. SPI: semanas post infeccion 2. SPV: semanas post vacunacion

En el ELISA-i que llevamos a cabo con el antigeno BoCITA, observamos un pico de positivos
en la segunda semana después de la vacunacion para los sueros procedentes de animales
vacunados. El porcentaje de animales positivos va decayendo a partir de la segunda semana tras
la vacunacion. Sin embargo, este porcentaje vuelve a aumentar en la semana 33 como
consecuencia de la infeccion experimental con B. ovis PA (ver Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de animales positivos para cada semana post-vacunacién en el ELISA-i
con el antigeno BoCITA frente a sueros de animales no vacunados utilizados como control y
sueros de animales vacunados con el mutante Bo::CAI::CAIIAwadB. En la semana 33 se
procede a la infeccion experimental de todos los animales con la cepa de referencia B.ovis PA.

En cuanto al ELISA-i que realizamos con el antigeno Bo::CAIL:CAIIAwadB, las condiciones
Optimas seleccionadas en la fase de puesta a punto fueron las mismas que para el ELISA con
BoCITA (placas Costar ® sin tratamiento, 2,5 ug/ml de antigeno, dilucion de suero 1/100, 0.2
pug/ml de conjugado y lectura a 15 min). Con el antigeno homoblogo a la cepa vacunal
observamos que los sueros procedentes de animales vacunados con Bo::CAI::CAIlIAwadB
presentaron buena reactividad (mas que en IDG) frente a su antigeno homoélogo (ver Figura 7),
siendo el 100% positivos practicamente hasta la semana 33 (dia de la infeccién experimental).

ELISA-i (Bo::CAI::CAllAwadB)
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100 @ @
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% de animales positivos

Semanas post vacunacion

Figura 7. Porcentaje de animales positivos para cada semana post-vacunacion en el ELISA-i
con el antigeno Bo::CAI::CAIlAwadB, frente a sueros de animales no vacunados utilizados
como control y sueros de animales vacunados con el mutante B.ovis PA:CAL:CAIIAwadB. En la
semana 33 se procede a la infeccion experimental de todos los animales con la cepa de
referencia B.ovis PA.
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DISCUSION

El ELISA-i y, en menor medida, la IDG son pruebas comUnmente utilizadas para el diagndstico
de B. ovis (5,6,12) y utiles para caracterizar la produccion de anticuerpos tras una vacunacion o
infeccion experimental con B. ovis (13,14).

Nuestro objetivo era comparar la eficiencia diagndstica de distintos extractos antigénicos de B.
ovis para tratar de mejorar las pruebas que usdbamos (IDG y ELISA). Estas pruebas mejoradas
serian aplicadas para realizar el estudio seroldgico de parte de los animales en una experiencia
de proteccidn en corderos con una cepa candidata a vacuna frente B. ovis.

A la hora de poner a punto cualquiera de estas dos técnicas, es imprescindible titular los
antigenos. Las extracciones antigénicas son artesanales y ademas, puede haber diferencias del
protocolo de extraccién entre laboratorios. Esto puede generar variaciones en los porcentajes de
R-LPS y proteinas que se traducen en mayor o menor rendimiento diagnostico. Ademas, pueden
producirse contaminaciones de los extractos que dan lugar a reacciones inespecificas, por lo que
es esencial comprobar que no hay bandas en los sueros control negativos.

El HS utilizado actualmente en el diagndéstico de B. ovis se obtiene a partir de la cepa B. ovis
REO198 (1,8). Esta cepa fue elegida en su momento por ser capaz de crecer en ausencia de CO>,
Por lo general B. ovis requiere 5-10% de CO- en atmdsfera para su crecimiento y esto limita su
cultivo a gran escala para la produccién de antigenos o vacunas. Por ello los investigadores del
CITA y la UNAV buscaron estrategias para obtener cepas de B. ovis CO; independientes (10).
Sin embargo, los defectos en el core del R-LPS de esta cepa (9) podrian suponer una reduccién
en la sensibilidad de las pruebas diagndsticas. De hecho, el uso de los antigenos BoCITA y
Bo::CAI::CAll, obtenidos a partir de cepas B.ovis PA CO- independientes que no presentan este
defecto en el core, permitié mejorar la sensibilidad diagnéstica frente a BoREO en la prueba de
IDG. El mayor porcentaje de bandas multiples observado al usar el antigeno Bo::CAl::CAll
podria ser debido a diferencias en el proceso de extraccion (de UNAV respecto a CITA) que han
favorecido la presencia de proteinas en mayor porcentaje en este HS. Esto explicaria también las
ligeras diferencias encontradas en el ELISA-i y el hecho de que uno de los sueros control
negativo muestre “ruido de fondo” con este antigeno. Esto podria confirmarse realizando un
Western Blot o un analisis proteémico de los extractos. El antigeno BoCITA seria un buen
sustituto de BoREO para el diagndstico serol6gico de B. ovis, al observarse una mejora de la
sensibilidad diagnostica.

El protocolo de ELISA-i que utilizamos se basa en el descrito por Marin et. al (5,6) con ligeras
diferencias. La principal variacion radica en el tipo de placas: utilizamos placas Costar ® sin
pretratamiento en lugar de placas Nunc Maxisorp ® tratadas para aumentar la adsorcion de
proteinas. Estas Ultimas dieron un mayor ruido de fondo en los sueros negativos, lo que reducia
la resolucion entre positivos y negativos, obteniendo mejores resultados con las placas sin tratar.
A la hora de utilizar un ELISA para diagndstico seroldgico resulta imprescindible que esté
adecuadamente validado. El ensayo debe ponerse a punto con poblaciones Gold Standard de
sueros tanto positivas como negativas y fijando un punto de corte adecuado, teniendo como
requisito prioritario la maxima sensibilidad diagndstica que asegure el 100% de especificidad
(15). En el caso de otras enfermedades animales, como algunos virus pandémicos que se
propagan de forma epizodtica, es un requisito esencial que el test diagnostico asegure la
sensibilidad maxima para permitir intervenciones tempranas. En estos casos podria justificarse
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el uso de un punto de corte que maximice la sensibilidad aunque la especificidad no sea del
100%, como recomiendan algunos autores que aplican el indice de Jouden (la suma de
especificidad y sensibilidad debe ser el valor m&ximo). Por el contrario, en enfermedades
enzodticas de mas lenta propagacién como la brucelosis, y en procesos de erradicacion en los
que evitar las reacciones seroldgicas falsas positivas es importante, el objetivo siempre es
proporcionar una especificidad de prueba perfecta, es decir, del 100%.

El interés en el desarrollo de una vacuna especifica para B. ovis ha aumentado
considerablemente tras la prohibicion de la vacunacion con Revl en muchos paises. En las
Gltimas décadas se han publicado diversos estudios sobre vacunas especificas frente a B. ovis,
pero a dia de hoy no hay ninguna disponible. La mayoria de las vacunas propuestas exigen
protocolos de inmunizacién repetidos que dificultarian su administracion e implementacién o
resultan muy costosas de producir, por basarse en el uso de subcomponentes bacterianos
acompafiados de adyuvantes de nueva generacién de disponibilidad limitada y elaboracion
compleja (14,16,17). Una vacuna viva rugosa, que no interfiera en el diagnostico de las brucelas
lisas en las campanias oficiales de saneamiento, seria la solucion mas satisfactoria, si bien, esta
deberia complementarse con alguna prueba DIVA, que permita diferenciar los animales
realmente infectados por B. ovis de los vacunados.

En la prueba de IDG rutinaria con la que realizamos el estudio serolégico de los animales
vacunados con Bo::CAI::CAIIAwadB, estos no reaccionaban frente a los antigenos de B. ovis.
Es posible que la vacuna no indujera la produccion de anticuerpos en cantidades minimamente
detectables. Por otra parte, podria ser que la deleccién del gen wadB en B. ovis (7) dé lugar a la
pérdida de un epitopo importante desde el punto de vista inmunoldgico. El hecho de que el
antigeno homaologo proporcione un alto porcentaje de reaccionantes apoya esta Ultima hipdtesis.
Obtuvimos un hallazgo inesperado, un test DIVA que permite diferenciar animales vacunados
de infectados.

El ELISA-i utilizando BoCITA como antigeno no podria utilizarse como test DIVA, porque en
este caso si que reaccionan los animales vacunados (aunque en menor medida que en el ELISA
con antigeno homologo). Esto se explicaria por la exposicién de distintos epitopos en una y otra
matriz.

Aunque el antigeno homologo dio lugar a un alto porcentaje de animales reaccionantes, la
vacuna no protegid (resultados no publicados). Esto significa que el estimulo de la infeccion
producida por la cepa vacunal no fue suficiente para generar una respuesta inmune efectiva (que
tiene que ser de tipo celular, no solo anticuerpos) frente a B. ovis (13,14). Esto podria ser debido
a: (i) una atenuacion excesiva de la cepa vacunal, (ii) que el epitopo eliminado juega un papel
esencial en la respuesta inmune especifica frente a B. ovis. Nuestros resultados serol6gicos
apoyan la hipoétesis (ii) pero no podemos descartar la (i), ya que no hemos hecho ninglin
experimento para caracterizar la distribucién y persistencia de la cepa vacunal en ovino (18).
Por tanto, podria ser una combinacion de la dos.
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CONCLUSIONES

Partiendo de los objetivos fijados al inicio del trabajo y en funcién de los resultados obtenidos
en los experimentos realizados, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1. El antigeno BoCITA mejoré en un 12% la sensibilidad diagnoéstica de la IDG con respecto al
antigeno BoREO, siendo por tanto el antigeno méas idéneo para el diagndstico serolégico de B.
ovis por esta técnica inmunolégica.

2. El antigeno BoCITA mejor0 la eficiencia diagnostica de un ELISA-i, ofreciendo un 98% de
sensibilidad diagnostica y un 100% de especificidad.

3. Tanto la IDG como el ELISA-i con el nuevo antigeno BoCITA resultaron Utiles para estudiar
la evolucion de anticuerpos en un experimento de vacunacion y proteccién frente a B. ovis en

ovejas.

4. El estudio seroldgico en animales vacunados con B.ovis PA:CAL:CAIIAwadB mostré que la
IDG podria servir como estrategia para diferenciar los animales vacunados de los infectados.
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CONCLUSIONS

Based on the objectives set at the beginning of the study and according to the results obtained in
the experiments, the following conclusions have been reached:

1. The BoCITA antigen in the AGID test showed an improved diagnostic sensitivity (12 points
higher) with respect to the BoREO antigen, being therefore the most suitable antigen for the
serological diagnosis of B. ovis by this immunological test.

2. The BoCITA antigen improved the diagnostic efficiency of the i-ELISA, offering 98%
diagnostic sensitivity and 100% specificity.

3. Both IDG and i-ELISA tests carried out with the new BoCITA antigen were useful for
studying the evolution of antibodies in a vaccination and protection experiment against B. ovis
in sheep.

4. The serological study in animals vaccinated with B.ovis PA: CAI: CAlIAwadB showed that

the AGID could serve as a strategy to differentiate the vaccinated animals from the infected
ones.
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