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RESUMEN

Se seleccionaron 30 terneras Hereford, 3/8 Hereford y 5/8 Cebu que fueron vacunadas a los 5 meses con B.
abortus cepa 19 y revacunadas a los 18 meses de edad con B. abortus cepa RB 51.

Los animales se sangraron desde el dia 0 (vacunacion) a los 7, 15, 21, 30, 45, 60 y mensualmente hasta los
210 dias PV.

Se empled la técnica de Polarizacién Fluorescente con antigeno rugoso para medir los anticuerpos circulantes.
Empleando el test de Polarizacion Fluorescente todos los animales fueron negativos a los 180 dias posvacunacion.
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INTRODUCCION

La brucelosis bovina es una enfermedad infecto contagiosa producida por Brucella abortus, una bacteria in-
tracelular facultativa que afecta a los animales y al hombre. En bovinos, la enfermedad se caracteriza por producir
abortos, retencién de placenta, orquitis, epididimitis, infertilidad y graves dafios econémicos debido a las pérdidas
de terneros y disminucion en la produccion lactea.

La vacunacion es la medida més eficaz para la prevencion de la brucelosis bovina. Actualmente en el mundo
se emplean dos vacunas, la B. abortus cepa 19 y la B. abortus RB51(10).

La cepa 19 es una vacuna lisa viva atenuada naturalmente protege a los bovinos contra la infeccion, sin em-
bargo cuando se aplica a animales adultos es capaz de producir persistencia de anticuerpos que interfieren las
pruebas diagnosticas (6).

Se sabe que aplicada correctamente la vacuna elaborada a base de la cepa 19 confiere un 70% de proteccion
contra el aborto y un 55% contra la infeccion.

En la Republica Argentina, recién a partir de la resolucion 73/82 se implement6 la vacunacion obligatoria en
todo el pais prohibiéndose la vacunacion de animales adultos y machos de cualquier edad (7).

Los problemas de persistencia de anticuerpos después de la vacunacion con cepa 19 son mayores en las prue-
bas de aglutinacion que con la FC (6). A su vez los problemas son mayores cuando los animales son vacunados de
adultos aunque los titulos de FC disminuyen a los 6 meses posvacunacion Durante la década del 80, se desarrollo
en Virginia Tech-USA, una vacuna viva a partir de la cepa virulenta 2308 de Brucella abortus (14). Esta vacuna
denominada RB51, es una cepa viva rugosa rifampicina resistente de Brucella abortus. Esta cepa rugosa tiene un
LPS sin la cadena O, por lo tanto no da titulos de anticuerpos que puedan ser medidos por los métodos convencio-
nales (13).

Los distintos estudios realizados permitieron comprobar tanto en animales de laboratorio como en bovinos
que esta cepa era capaz de generar una proteccion similar a la conferida por la cepa 19, no inducir respuestas se-
roldgicas que interfieran con los test de diagnostico, aun en el caso de que los animales recibieran méas de una
dosis, que era estable, es decir no revertia a la patogenicidad.

En Argentina, en el afio 1998 se autorizd provisoriamente su uso en hembras mayores de 10 meses de edad,
bajo condiciones controladas (Resolucion 69/98).

Para la deteccion de los anticuerpos generados por la cepa de B. abortus RB51, Adone et.al. desarrollaron una
prueba de fijacion del complemento con la cepa rugosa completa (1, 2, 3).

Conde vy col sugirieron que lo mas promisorio era la prueba de polarizacion fluorescente con antigeno rugoso
(4). Esta prueba permitiria detectar especificamente los anticuerpos inducidos por la vacuna RB 51(8, 9, 12).
El objetivo del presente trabajo fue detectar anticuerpos producidos luego de la vacunacién con B. abortus cepa
RB51 empleando el test de anticuerpos fluorescentes antigeno homdlogo.
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MATERIAL Y METODOS

Se vacunaron 30 de terneras a los 5 meses de edad pertenecientes a los biotipos Hereford, 3/8 Hereford y 5/8
Cebt con 2 ml de B. abortus cepa 19 conteniendo 15 a 30 X 10° células viables y a los 18 meses con 2 ml de B.
abortus RB51 conteniendo entre 10 y 34 X 10 células viables.

Los animales se sangraron por venopuncion yugular los dias 0, 7, 14, 21, 28, 45, 60 y luego cada 30 dias has-

ta el dia 210 postvacunacion (PV). Los sueros fueron centrifugados y conservados a —20°C hasta su procesamien-
to.
Las pruebas empleadas fueron: antigeno bufferado en placa (BPA); seroaglutinacion en tubos (método de Wright);
2 — mercaptoetanol; fijacion del complemento en placa; enzimoinmunoensayo indirecto, enzimoinmunoensayo de
competicion y prueba de polarizacion fluorescente (FPA) con antigenos elaborados a base de B. abortus cepa 19
y un FPA con antigeno elaborada con B. abortus cepa RB51.

Para esta Ultima prueba se utilizaron 960 ul de un buffer fosfato 0.01 Molar pH 6.8 y 40 ul de suero, se
homogeneizaron las muestras se realiz6 la primer lectura en un polarizador (Sentry FP) para medir autofluores-
cencia de los sueros. Se agregaron 20ul de antigeno (LPS de RB51 conjugado con isotiocianato de fluoresceina).
Se homogeneizaron nuevamente, se incubaron 2 minutos y se realiz6 la lectura final. Los resultados fueron expre-
sados en unidades de millipolarizacion (mP). El valor de corte fue de 90 mP.

El antigeno y los sueros controles (positivos y negativos) fueron suministrados por el Dr. Klaus Nielsen del
Animal Disease Research Institute, Nepean, Ontario, Canada.

RESULTADOS

La Unica técnica capaz de detectar anticuerpos fue el test de polarizacion con antigeno rugoso.
En el FPA con antigeno rugoso el dia 0 todos los animales presentaron titulos inferiores a 90 mP.

A los 7 dias PV 13 animales presentaron valores superiores a los 90 mP, alcanzando el méaximo de bovinos
positivos a los 28 dias PV (18 animales). A partir de los 120 dias comenz6 a disminuir el nimero de reactores
hasta llegar a los 180 dias con s6lo un animal positivo.

En el grafico representa la circulacién de anticuerpos en cada uno de los biotipos.

Grafico N° 1: Persistencia de anticuerpos en bovinos vacunados.
H: Hereford  B: 3/8 Hereford C: 5/8 Cebu

DISCUSION

Adone y colaboradores emplearon la prueba de fijacion del complemento para evaluar la respuesta de anti-
cuerpos en bovinos y ovinos vacunados con Brucella abortus RB51. A pesar del escaso nimero de animales em-
pleados en el ensayo (7 bovinos y 6 ovinos) los autores concluyen que la FC con el antigeno RB51 puedes ser Util
para identificar bovinos y ovinos vacunados con Brucella abortus RB51 y ademés es capaz de identificar ovejas
infectadas con Brucella ovis. Consideran con la prueba podria ser util también en el hombre.

Sugieren la combinacién de antigenos lisos y rugosos para mejorar la eficacia en la identificacion serolégica
de animales vacunados o infectados en los programas de erradicacion.

Los mismos autores evaluaron en condiciones de campo la sensibilidad de la prueba de FC con antigeno de
Brucella abortus RB51. Se testaron 831 sueros de 110 hembras vacunadas y 48 de no vacunadas provenientes de
lowa, USA. Los sueros fueron enviados a Italia donde fueron procesados.

Las terneras tenian 3 a 10 meses cuando fueron vacunadas. La mayoria de los animales recibieron una vacuna
con 10" UFC y s6lo 6 recibieron una vacuna conteniendo 10° UFC.
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Empleando las pruebas convencionales no fue posible detectar los anticuerpos generados por la vacuna Bru-
cella abortus RB51. Estos resultados coinciden con los obtenidos en nuestra experiencia.

La sensibilidad de la FC fue del 97% en las semanas 2 y 3 posvacunacion, disminuyé al 90% hasta la 8va se-
mana y al 65% en la semana 12. La especificidad de la prueba fue del 100. Este trabajo demostré la capacidad de
la FC para la deteccion de animales vacunados.

La deteccion de anticuerpos usando FPA en cambio fue menor en cuanto a numero de reaccionantes pero de
similar persistencia en el tiempo.

Tittarelli et. al. midieron la respuesta inmune en terneros vacunados con Brucella abortus RB51.

Detectaron anticuerpos el dia 6 posvacunacion. El nivel de anticuerpos permaneci6 en los 10 animales vacu-
nados constante por dos meses y luego descendid progresivamente. Todos los animales fueron negativos desde el
dia 162 hasta finalizar el ensayo a los 300 dias. La prueba empleada de Fijacion del Complemento s6lo mostré un
100% de sensibilidad los dias 13 y 14 posvacunacion. Esto indico lo limitado de esta prueba para identificar ani-
males vacunados con RB51.

El test de polarizacion empleado en nuestro ensayo permitié detectar un maximo de 18 animales positivos a
los 18 dias. Todos se negativizaron a los 120 dias.

Esta prueba seria de utilidad para detectar animales vacunados con B. abortus cepa RB 51.
A diferencia de lo informado por Conde y col. en trabajos preliminares, no todas las vaquillonas de este ensayo
presentaron anticuerpos detectables por la prueba empleada.

Los animales revacunados con Brucella abortus cepa RB 51 no presentaron diferencias entre biotipos en
cuanto a la persistencia de las reacciones posvacunales.

El test de polarizacion fluorescente fue el Unico capaz de detectar reacciones posvacunacion. Esto coincide
con los datos de Conde y otros quienes evaluaron la capacidad de esta prueba para medir anticuerpos inducidos
por la cepa RB51 con la técnica de FPA. Estos autores encontraron que la persistencia de los anticuerpos fue de 6
meses, lo cual es superior a la encontrada en este ensayo donde oscil6 entre los 90 y 150 dias segun los biotipos.
De acuerdo a los resultados obtenidos y a diferencia de las pruebas convencionales, el test de polarizacion de-
mostré ser una prueba sencilla, no subjetiva, que permitiria identificar rapidamente los animales positivos a RB51.
El presente trabajo fue realizado cuando el uso de vacuna B. abortus cepa RB 51 era permitido.
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