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RESUMEN

Se llevé a cabo un estudio de campo controlado donde se
usaron 2 grupos homogéneos de 25 vaquillonas Hereford cada
uno, de 10 meses de edad, provenientes de un establecimiento
libre de brucelosis y donde nunca se habia vacunado
previamente contra esta enfermedad. En el dia cero del estudio
todos los animales fueron sangrados y vacunados
subcutaneamente con vacuna comercial Brucella abortus cepa
RB51 o cepa 19 a las dosis recomendadas. Ambos grupos de
animales fueron sangrados posteriormente a los 30, 90, 210 y
360 dias post vacunacion. En cada oportunidad se tomaron
muestras de sangre con anticoagulante (con excepcién del dia
90) para cultivo de linfocitos in-vitro en presencia de un
antigeno citosolico de brucella y posterior obtencién de plasma
sanguineo y muestras de sangre sin anticoagulante para la
obtencién de suero sanguineo. Las muestras de plasma fueron
procesadas con un Elisa de captura (Bovigam-", CSL) para la
deteccion de Interferdn gamma. Las muestras de suero fueron
procesadas con las técnicas del BPA y dos ELISAs, usando
como antigenos para estas ultimas el lipopolisacarido rugoso
(LPS-R) de Brucella abortus RB51 para la deteccion de
anticuerpos contra cepa RB51 y el lipopolisacarido liso (LPS-L)
de Brucella abortus 413 para detectar anticuerpos contra cepa
19. La cepa RB51 demostrd una respuesta inmune humoral
similar a la cepa 19. En ambos casos los picos de anticuerpos,
expresados como el promedio de los Porcentajes de Positividad
(PP) de cada grupo, se produjeron el dia 30 post vacunacion
con valores de PP 90.4 + ES de 5.5 para RB51 vs. un PP 91.8 +
ES de 4.2 para C19. La cepa RB51 también demostrd una
respuesta inmune celular similar a cepa 19, medida a través de
la produccion de interferén gamma con valores promedio de PP
de 22.1 £ ES de 2.4 para cepa RB51 vs. un PP de 20.5 + ES de
3.0 para cepa 19. La cepa RB51 no interfiri6 a lo largo de todo
el ensayo con las técnicas seroldgicas utilizadas para el
diagnostico de la Brucelosis cuales son el BPA y el test de Elisa
indirecto con LPS-L. Se concluye que la vacuna Brucella
abortus cepa RB51 genera una respuesta inmune humoral y
celular adecuada, sin interferir con las pruebas diagnosticas de
rutina.
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SUMMARY

Humoral and cellular immune response to Brucella abortus
strain RB51 and strain 19 vaccines in Hereford heifers in
Patagonia and its interference with the serological diagnosis
of the disease.

A controlled field study was carried out using two homogeneous
groups of 25 ten-month-old Brucella-free Hereford heifers
originated from a farm historically free from the disease and
where Brucella vaccination was never carried out on the farm.
On day cero all the animals were bled and subcutaneously
vaccinated with commercially available Brucella abortus SRB51
or S19 vaccines at recommended doses. Both groups were then
bled at days 30, 90, 210 and 360 post vaccination. On each
opportunity blood samples with anticoagulant (with the
exception of day 90) for in vitro leucocytes culture in the
presence of a cytosolic antigen from brucella, were collected
and the plasma samples obtained were processed with a capture
ELISA for the detection of bovine gamma interferon (Bovigam™,
CSL, Australia). Blood samples without anticoagulant were
collected and sera obtained were processed with BPAT and with
two indirect ELISAs, using the rough lypopolisaccharide (R-
LPS) of Brucella abortus RB51 as antigen for strain RB51
antibody detection and the smooth lypopolisaccharide (S-LPS)
of Brucella abortus 413 for strain 19 antibody detection. Strain
RB51 showed a humoral immune response similar to strain 19.
In both cases, the antibody picks expressed as the average of the
Percentage of Positivity (PP) of each group of animals were
produced on day 30 post vaccination with values of PP 90.4 +
SE 5.5 for SRB51 vs. PP 91.8 + SE 4.2 for S19. Strain RB51
vaccine also showed a cellular immune response, measured
through the production of Gamma Interferon similar to the one
produced by S19 with average values of PP 22.1 + SE 2.4 for
SRB51 vs. PP 20.5 + SE 3.0 for S19. Strain RB51 did not
interfere with the BPAT and Elisa test along the study. It is
concluded that Brucella abortus strain RB51, generates an
adequate humoral and cellular immune response without
interferring with the diagnostic serological tests.
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INTRODUCCION

La brucelosis bovina, producida por
Brucella  abortus, es  una
enfermedad infecciosa crénica que
se caracteriza principalmente por
aborto tardio en hembras y por
infertilidad temporal o permanente
en machos, afectando asi, en forma
negativa las tasas reproductivas del
rodeo (FAO/OMS, 1986; Enright,
1990; Radostitis y col., 1994).

Debido a la relevancia de esta
enfermedad, por afectar tanto la
salud animal como la salud publica,
se realizan grandes esfuerzos a nivel
mundial para lograr su control y
prevencion, siendo una enfermedad
de comunicacion obligatoria, segun
el nuevo cddigo de enfermedades de
animales terrestres de la OIE. (Acha
y Szyfres, 1986; Garcia Carrillo
1987; OIE, 2007).

Para intentar el control de Ila
enfermedad en el ganado bovino se
han utilizado una serie de vacunas,
como la Brucella abortus 45/20,
Brucella abortus cepa 19, Brucella
suis cepa 2, Brucella melitensis
REV |, Brucella suis cepa M;
Brucella abortus cepa 104-M, etc.
(Garcia Carrillo, 1980; FAO/OMS,
1986; Nicoletti, 1990; Schurig vy
col. 2002). De todas ellas, la cepa
19 ha sido la més utilizada vy si bien
ha demostrado ser efectiva, tiene
una serie de inconvenientes, siendo
el mas importante el de interferir
con la serologia diagnostica, lo cual
impide su uso en animales adultos e
imposibilita la revacunacién del
rodeo cuando es necesario (Acha y
Szyfres, 1986; Nicoletti, 1990;
Schurig y col. 2002).

El hecho de no contar ain con un
inmundégeno para el control de la
brucelosis bovina que cumpla con
los requisitos de la vacuna ideal,
como serian proteger al 100% de la
poblacion  vacunada, que no
interfiera con el diagnostico de la
enfermedad, que pueda ser usada a

cualquier edad del animal, que no
sea abortigénica, que no se excrete
en leche, que proteja al animal de
por vida, etc., ha hecho que se siga
investigando y probando nuevas
vacunas en diversos paises del
mundo para lograr un control
rapido, efectivo y seguro de la
brucelosis.

MATERIALES Y METODOS

Disefio del ensayo y animales
utilizados: se trabajo con 50
hembras de raza Hereford de 10
meses de edad al inicio del estudio,
distribuidas en forma homogénea,
de acuerdo a sus pesos corporales,
en 2 grupos de 25 animales cada
uno. Los animales provenian de un
establecimiento naturalmente libre
de Brucelosis y donde nunca se
habia  vacunado contra esta
enfermedad. En el dia cero, se tom6
una muestra de sangre a todos los
animales y se procedi6 a vacunar en
forma subcutanea al grupo 1 con
una dosis completa de la vacuna
comercial Brucella abortus cepa
RB51 y al grupo 2 con una dosis
completa de la vacuna comercial
Brucella  abortus cepa  19.
Posteriormente  ambos  grupos
fueron sangrados los dias 30, 90,
210 y 360 post-vacunacion.

Obtencién y manejo de las
muestras: En cada muestreo se
extrajo sangre sin anticoagulante
para la obtencion de suero y sangre
con anticoagulante para la
realizacion de cultivos de linfocitos
in-vitro y obtencién del plasma
sanguineo. Para las extracciones de
sangre se utilizd un sistema
comercial de tubos con vacio y
agujas descartables, que aseguraron
la esterilidad de las muestras
tomadas y la imposibilidad de
contaminacion cruzada.

Las muestras de sangre sin
anticoagulante fueron mantenidas a
una temperatura aproximada de

20°C y tras la formacion del
coagulo, se procedi6 a la extraccion
de los sueros, los cuales fueron
trasvasados a tubitos tipo eppendorf
y congelados a —-20C hasta el
momento de su procesamiento.

Las muestras de sangre con
anticoagulante, fueron
transportadas refrigeradas  al
laboratorio y procesadas dentro de
las 8 horas de extraidas, con
excepcion del dia 90 en que no se
pudieron procesar dentro del tiempo
estipuladko y  debieron  ser
descartadas. En placas para cultivos
celulares de 24 pocillos estériles, se
coloc6 1 ml de sangre heparinizada
de cada animal por duplicado. A
uno de los pocillos se le agregé 100
pul de antigeno citosolico de
Brucella abortus (a razén de 0.4
mg de Ag por ml de PBS, pH 7.2) y
al otro pocillo 100 ul de PBS pH
7.2, como control negativo. Las
placas se incubaron toda la noche a
37°C bajo una atmosfera con CO, al
5% v al dia siguiente se obtuvieron
los plasmas mediante centrifugacion
durante 10 minutos a 2500 r.p.m.
Los plasmas se guardaron en
tubitos tipo eppendorf en freezer a -
20°C hasta su utilizacion.

Técnicas diagnosticas utilizadas:
Las muestras de plasma fueron
procesadas mediante un test de
ELISA de captura para la deteccion
de interferén gamma bovino (IFNy).
Para ello se trabajé con un Kit
comercial (Bovigam™) siguiéndose
las instrucciones del laboratorio
productor (CSL, Australia) para su
gjecucion.

La totalidad de las muestras de
suero de ambos grupos de animales
fueron procesadas mediante las
técnicas de BPA segin Angus y
Barton (1984) y ELISA indirecto
con lipopolisacarido liso (LPS-L) de
Brucella abortus (Nielsen y col.
1992).

Las muestras del grupo 1
(vacunados con cepa RB51) se
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procesaron ademas con un ELISA
indirecto  especifico para la
deteccion de anticuerpos generados
por la cepa RB51. Se utilizaron
placas de poliestireno (NUNC
269620). Como antigeno se uso el
lipopolisacarido rugoso de Brucella
abortus RB51 a una concentracion
de 5pg/ml en bufer carbonato
0.06M, pH 9.6, a razon de 100pl
por pocillo. Se incubdé a 27°C
durante la noche y al dia siguiente
las placas fueron congeladas a —
20°C hasta su uso. Antes de usar
las placas fueron descongeladas a
temperatura ambiente, lavadas 3
veces con una solucion buferada de
fosfatos (PBS) 0.01M conteniendo
0.05% Tween 20 a pH 7.2 (PBS-T).
Inmediatamente de realizados los
lavajes, se agregaron a cada placa
100p! de los sueros controles por
duplicado (Positivo fuerte, positivo
débil y negativo) y 100ul de los
sueros problema, todos diluidos
1:50 en PBS-T conteniendo
0.015M de ethylenediamine
tetracetic acid (EDTA) y ethylene
glycol  bis  (B-aminoethylether)-
N,N,N_,N_-tetracetic acid (EGTA)
y se incubaron a 27°C durante 30
minutos. Terminada la incubacion,
las placas fueron lavadas tres veces
con PBS-T y se les agregd 100ul
por pocillo de una dilucién de un
anticuerpo monoclonal especifico
para un epitope de la IgGl de
bovino (Henning & Nielsen, 1992)
conjugado con peroxidasa de rabano
picante y se incubd a 27°C por 30
minutos. Tras la incubacién, las
placas fueron lavadas nuevamente
tres veces con PBS-T y se les
agregé 100ul por pocillo de una
solucion de sustrato/cromdgeno
compuesta por un bufer citrato
0.05M pH 4.5 mas 0.5 pl peroxido
de hidrogeno (H.0,) y 2.5 ul de una
solucion 0.040M de 2,2—azino bis
(3 ethylben-zothiazoline-6-sulfonic
acid) diam-monium salt (ABTS).

Las placas fueron incubadas por 10
minutos a 27°C bajo agitacion y se
leyeron en un espectrofotometro a
414 nm.

Los resultados, de cada suero
control 'y sueros  problema
analizados en este estudio mediante
ambos tests de ELISA, fueron
expresados como porcentaje de
positividad (PP) de la densidad
producida por cada suero problema
respecto a la media de la densidad
Optica (DO) producida por el suero
control  positivo  fuerte.  El
porcentaje de positividad para cada
suero fue calculado como sigue:

DO del suero problema
PP = x 100
Promedio de la DO del suero control
positivo fuerte

El software utilizado para la lectura
y célculos de los tests de Elisa fue
desarrollado por Walter Kelly del
Animal Diseases Research Institute
(ADRI), Ottawa  Laboratory,
Canadian Food Inspection Agency,
Canada.

Analisis estadistico: Para
determinar la  existencia  de
diferencias estadisticas en los

valores promedio de los titulos de
anticuerpos e interferon gamma
producidos por cada una de las
vacunas en estudio, se utiliz6 el test
de comparacion de medias (o =
0.05) del programa MedCalc, Ver
9.0.1.0 (Schoojans, 2006). Para
todos los valores promedio de cada
grupo se calculd el correspondiente
Error Estandad (ES).

RESULTADOS

Respuesta inmune humoral: La
respuesta generada por la vacuna
Brucella abortus cepa RB51
medida con una prueba de ELISA
indirecto usando como antigeno el
LPS-R de Brucella abortus RB51,

y la respuesta generada por la
vacuna Brucella abortus cepa 19
medida con una prueba de ELISA
indirecto usando como antigeno el
LPS-L de Brucella abortus 413
fueron similares, como pueden
observarse en el Gréafico 1. En
ambos casos se detectd un pico
maximo de  produccién  de
anticuerpos en el muestreo del dia
30 post vacunacion, cuyo promedio
fue de PP 90.4 £ un ES de 5.5 para
cepa RB51 y un promedio de PP
91.8 + ES de 4.2 para cepa 19. No
se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre
los titu-los de anticuerpos de ambas
vacunas cuando se realizo el test de
comparacion de medias
correspondientes al pico del dia 30,
entre los 2 grupos de animales,
arrojando un valor de t de 0.263 y
un valor de p de 0.7938.

Respuesta inmune celular: La
vacuna Brucella abortus cepa
RB51 de-mostr6 una respuesta
inmune celular, medida a través de
la produccion de interferon gamma
similar a la demostrada por la
vacuna Brucella abortus cepa 19
como puede observarse en el
Gréfico 2. En ambos casos se
detect6 un pico maximo de
anticuerpos en el muestreo del dia
30 post vacunacion, cuyo promedio
fue de PP 22.1 + ES de 2.4 para
cepa RB51 y de PP 20.5 + ES de
3.0 para cepa 19. No se detectaron
diferencias estadisticamente
significativas entre los titulos de
interfer6n gamma de ambas vacunas
cuando se realizd el test de
comparacién de medias
correspondientes al pico del dia 30,
entre los 2 grupos de animales,
arrojando un valor de t de 0.415 y
un valor de p de 0.6802.
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Grafico 1: Respuesta inmune humoral producida por las
vacunas Brucella abortus Cepa RB51 y Cepa 19,
medidas con sus respectivos tests de Elisa indirectos
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Referencias: Los datos graficadas corresponden a los valores
promedios y error estandar de los titulos de anticuerpos de cada
grupo para cada fecha de muestreo.

Graéfico 3: Interferencia de la respuesta inmune generadas
por las vacunas Brucella abortus Cepa RB51 y Cepa 19
con la prueba del BPA. Notese la falta de interferencia de
la cepa RB51 con dicha técnica diagndstica

Gréfico 2: Respuesta inmune celular producida por las
vacunas Brucella abortus Cepa RB51 y Cepa 19,
medidas medida a través de la produccion de Interferon
gamma, usando un test de Elisa de captura (Bovigam ™)
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Referencias: Los datos graficadas corresponden a los valores
promedios y error estandar de los titulos de anticuerpos de cada
grupo para cada fecha de muestreo.

Gréfico 4: Interferencia con el diagndéstico de las vacunas
Brucella abortus Cepa RB51 y Cepa 19. La Cepa RB51
no produjo interferencia alguna con el test de Elisa
indirecto con el LPS-L como antigeno, usado para el

diagnéstico de la enfermedad
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Interferencia de la respuesta en animales de campo). En una res-puesta inmune humoral
inmune humoral de ambas contraposicion el grupo de las 25 adecuada y similar a la generada
vacunas con la  serologia vaquillonas vacunadas con la cepa por B. abortus cepa 19 (ver Grafico

diagnostica: En el caso de las 25
vaquillonas vacunadas con la cepa
19, a los 12 meses de haber sido
aplicada la vacuna, ello es a los 22
meses de edad, el 50% de las
mismas seguian siendo positivas al
BPA (Gréfico 3) y todas resultaron
positivas al test de Elisa usando el
lipopolisacarido liso como antigeno
(ambas  pruebas se utilizan
rutinariamente para el diagnéstico
de infeccion por Brucella abortus

RB51 fueron negativas a lo largo de
todo el ensayo a la prueba del BPA
(Gréfico 3) y al ELISA indirecto
(Grafico 4) usando el lipopolisa-
carido liso como antigeno.

DISCUSION

La vacuna B. abortus cepa RB51
comercial, usada a la dosis
recomendada y en hembras de 10
meses de edad en adelante, generd

1). Estos resultados estdn en
concordancia con los trabajos de
Stevens y col. (1995); Olsen y col.
(1996), Olsen y col. (1997) y Olsen
y col. (1999) donde usando un
ensayo de dot blot, demostraron que
la cepa RB51 producia una curva
de anticuerpos con un pico maximo
a los 30 dias post vacu-nacién para
luego ir decayendo. A diferencia de
los autores antes citados, en nuestro
trabajo se utiliz6 un test de Elisa,
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gue consideramos posee una serie
de ventajas sobre las pruebas de dot
blot, cuales son su simplicidad,
rapidez, medicion  objetiva y
cuantitativa de los resultados y
basicamente que se puede realizar
con el mismo equipamiento y
practicamente los mismos reactivos
que los tests de Elisa utilizados para
el diagnostico de rutina de la
brucelosis bovina, ovina y caprina.

Por otro lado, cuando se compard la
respuesta inmune celular generada
por ambas vacunas y medida a
través de la produccion de
Interferobn gamma en muestras de
sangre (ver Grafico 2), se determind
que ambas vacunas, tenian un
comportamiento  similar.  Estos
resultados también concuerdan con
los reportado por Stevens y col
(1995) donde si bien utilizaron otra
técnica para medir la respuesta
inmune celular, obtuvieron
resultados similares al comparar
cepa RB51 con cepa 19. Montana
y col. (1998) al evaluar en bovinos
la respuesta inmune humoral y
celular generadas por las vacunas
vivas cepa RB51 y cepa 19 y las
vacunas en base a antigenos
estructurales OMP-II, OMP-II-
cadena O y OMP-Ill-acoplado a
polisacarido O, demostraron que las
respuestas inmunes de las vacunas
vivas (cepas RB51 y 19) eran
similares entre si, pero superiores a
las vacunas formuladas en base a
antigenos estructurales.

Habiendo confirmado a nivel local,
a través de este estudio, que ambas
vacunas producen una respuesta
inmune tanto humoral como celular
similares, ambas indispensables
para proteger contra la infeccion
por Brucella (Nicoletti y Winter,
1990), la vacuna B. abortus cepa
RB51, demostr6 wuna ventaja
importante sobre cepa 19, cual es la
de no haber interferido a lo largo de
todo el ensayo de 12 meses de
duracién, con la prueba del BPA y
del Elisa indirecto, ambas técnicas

usadas para el diagnostico de la
brucelosis bovina y que concuerda
con lo reportado en otros trabajos
(Schurig y col. 1991; Cheville y col.
1996; Olsen y col. 1996; Samartino
y col. 2000). Asi, el viejo
paradigma, de que en brucelosis
solo se puede vacunar “una vez en
la vida” deberia ser reconsiderado
ya que estaba basado en la
imposibilidad de usar la vacuna
cepa 19 varias veces en la vida del
animal por su interferencia con el
diagnostico y no en la necesidad real
de mantener en niveles adecuados el
status inmune del animal contra la
enfermedad a lo largo de toda su
vida.

El hecho de que la vacuna cepa
RB51, produce wuna respuesta
inmune adecuada pero sin interferir
con el diagnostico y de que se
podria aplicar también en machos
(Edmonds y col, 1999), permitiria la
elaboracion de nuevas estrategias
para mejorar y acelerar (Ramirez y
col, 2002) el control de la brucelosis
en los rodeos como podrian ser,
entre otras: (a) vacunacion de las
terneras con cepa 19 y la
revacunacion de esas mismas
terneras con cepa RB51 al momento
del primer servicio, 0 servicios
posteriores, con lo cual se refuerza
por un lado la inmunidad de las
hembras en el momento de mayor
riesgo de infeccion y aborto como es
la prenéz y por otro lado, se lograria
superar el 70% de proteccion inicial
gue se ha demostrado que confiere
la cepa 19 aplicada en dosis Unica
en terneras, (b) vacunacion en los
casos donde se hace imposible
vacunar las terneras con cepa 19
entre los 3 y 8 meses de edad, como
fija la reglamen-tacion actual, por
problemas de sequias, inundaciones,
rodeos con ciclo reproductivo
continuo, rodeos en  campos
abiertos, etc. tan comunes en las
regiones extra-pampeanas (Robles,
2004). En estas situaciones esos
animales podrian ser vacunados y
revacunados de adultos, lograndose

de esta manera dotarlos de una
inmunidad razonable y no quedar
como en la actualidad susceptibles a
la infeccion y ser potenciales
generadores de nuevos focos de
aborto, (c) revacunaciéon anual de
animales adultos en los casos de
establecimientos con altas tasas de
infeccion hasta lograr bajar la
prevalencia a niveles controlables de
un 1% o 2% (Robles, 2002) y a
partir de alli iniciar la erradicacion
de la enfermedad en el rodeo,
sumando a la vacunacion, otras
herramientas como el sangrado y
descarte de los animales positivos a
la serologia diagndstica, manejo de
los potreros de paricion y establecer
un estricto control sobre las madres
durante la gestacion y el parto, a fin
de detectar posibles abortos y casos
de mortalidad perinatal a causa de
la enfermedad, con aparte y
aislamiento de los  animales
epidemiolégicamente peligrosos, (d)
revacunacion de animales adultos en
establecimientos donde se presentan
casos de aborto por brucella, a
pesar de que los animales habian
sido vacunados de terneras con la
cepa 19.

CONCLUSIONES:

En base a los resultados del
presente estudio, sumado a toda la
evidencia generada en distintos
estudios realizados en nuestro pais y
en otros paises del mundo, respecto
a la utilidad de la vacuna Brucella
abortus cepa RB51 (Cheville y col.,
1996; Lord y col. 1998; Samartino
y col, 2000, Ramirez y col, 2002;
Rivera y col., 2002, Robles y col.
2002; Poester y col, 2006) se
concluye que se deberia contemplar
la posibilidad de usar la vacuna
Brucella abortus cepa RB51 en
bovinos adultos en nuestro pais, en
forma  complementaria a la
vacunacion de las terneras con cepa
19, a los fines no solo de aumentar
la cobertura vacunal actual, sino
también de reforzar en adultos, la
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inmunidad que confiere la cepa 19
aplicada a las terneras.

Nota: A partir de la controversia
que generd la prohibicion del uso de

la vacuna Brucella abortus cepa
RB51 en nuestro pais, sin haberse
completado los 3 tipos de ensayos
clinicos bésicos que estan indicados
para  evaluar la  capacidad

protectora de productos biol6gicos
de este tipo (Nicoletti, 1990), se
propone se continten los estudios de
evaluacion de esta vacuna para
lograr su aprobacion definitiva.
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