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Introduccion

La brucelosis bovina es una enfermedad
infecto contagiosa producida por Brucella
abortus, una bacteria intracelular facultativa
que afecta a los animales y se transmite al
hombre por via cutanea o a través de
membranas mucosas. En bovinos, la
enfermedad se caracteriza por producir
abortos, retencion de placenta, orquitis,
epididimitis, infertilidad y graves danos
econdmicos debido a las pérdidas de terneros
y disminucién en la produccion lactea (8).

En Argentina la brucelosis bovina es una
enfermedad de control obligatorio (SENASA,
Res. 115/99 y 150/02). El control de la
brucelosis se basa en la vacunacion de las
terneras entre 3 y 8 meses de edad, con B.
abortus cepa 19 y el anadlisis seroldgico
periodico y segregacion de los positivos con
destino a Frigorifico. La prueba recomendada
como tamiz es la de Antigeno Bufferado en
Placa (BPA), empleandose como
confirmatorias Seroaglutinacién en tubos
(SAT) y 2—Mercaptoetanol (2Me), Fijacion de
Complemento (FC) y en los Ultimos anos
Enzymo inmunoensayo competitivo (CELISA)
y la prueba de polarizacion fluorescente (FPA)
(Resolucion 438/2006).

Si bien se han realizado numerosos ensayos,
no existe uniformidad de criterio en cuanto ala
persistencia de los anticuerpos post-
vacunacion (PV) para los diferentes biotipos

bovinos. Trabajos de distintos
investigadores realizados en Bos taurus,
sostienen que cuando los animales son
vacunados entre los 3y 8 meses de edad, las
inmunoglobulinas G persisten hasta los 8
meses y la deteccion de anticuerpos por mas
tiempo se deberia a una infeccion natural
(5,8).

Samartino y col (1986) vacunaron 155
terneras Hereford y/o Flekvieh de 5 a 8
meses de edad con una vacuna de B.
abortus cepa 19 comercial y evaluaron la
respuesta de anticuerpos mediante las
pruebas de Rosa de Bengala, 2Me y FC.
Entre los 5 y 6 dias PV el 100% de los
animales presento IgM y el 78% 1gG y se
detectaron positivos mediante 2Me hasta los
8 meses después de aplicada la vacuna (30).

Los mismos autores (1999) vacunaron con
cepa 19, 145 terneras Aberdeen Angus de 6
a 9 meses de edad seroldgicamente
negativas a brucelosis antes, en forma
simultanea o después de aplicar la vacuna
antiaftosa. Todas las terneras resultaron
positivas a BPA, SAT, 2Me y FC
independientemente del momento de su
aplicacién alcanzando titulos entre 1/50 y
1/400 al 2Me a las 3 semanas de vacunadas
(34).
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Aguirre y col. (2002) evaluaron la respuesta
inmune humoral en 52 terneras Holando
Argentino, de un establecimiento libre de
brucelosis luego de la vacunacién con B.
abortus cepa 19 mediante 7 pruebas
serolégicas (BPA, RAP: Rapid Automated
Presumptive Test, SAT, 2Me, FC, enzymo
inmunoensayo indirecto (IELISA), CELISAy
FPA. A excepcién de FPA las pruebas
serologicas resultaron positivas en el 100%
de las terneras vacunadas. FPA detectd el
68,5% de ellas y junto a CELISA fueron las
que mostraron mayor precocidad para
tornarse negativas, con mas del 65% de las
terneras negativas a los 2 meses PV. Sin
embargo todas las pruebas serolégicas
fueron negativas en el 100% de las terneras a
los 6 meses PV (4).

Echaide y col. (1988) demostraron que el
40% de las terneras Bos indicus vacunadas
se mantenia positiva a FC 12 meses después
de la vacunacion, con una persistencia de
anticuerpos significativamente mayor que en
Bos taurus. El comportamiento de estos
anticuerpos en bovinos de diferentes biotipos
difundidos ampliamente en el norte del pais,
no ha sido determinado (13).

En el norte de Argentina el uso de Bos indicus
y sus cruzas esta ampliamente difundido ya
que las caracteristicas de rusticidad lo hacen
apto para la cria en zonas marginales. La
persistencia de anticuerpos posvacunaciéon
complicaria el diagndstico.

Los problemas de persistencia de
anticuerpos después de la vacunacion con
cepa 19 son mayores en las pruebas de

aglutinacion que con la FC. A su vez los
problemas son mayores cuando los animales
son vacunados como adultos aunque los
titulos de FC disminuyen a los 6 meses
posvacunacion (18).

Durante la década del 80, se desarrollé en
Virginia Tech-USA, una vacuna viva a partir
de la cepa virulenta 2308 de Brucella abortus
(37). Esta vacuna denominada RB51, es una
cepa de Br. abortus rugosa, rifampicina
resistente. La RB51 tiene un LPS sin la
cadena O, por lo tanto no genera anticuerpos
detectables por los métodos convencionales
(36).Los distintos estudios realizados
permitieron comprobar tanto en animales de
laboratorio como en bovinos que la RB51 era
estable, capaz de inducir una proteccion
similar a la conferida por la cepa 19, y no
generaba interferencia con los métodos de
diagnéstico convencionales, aun en el caso
de que los animales recibieran mas de una
dosis.

En Argentina, en el afo 1998 se autorizé
provisoriamente su uso en hembras mayores
de 10 meses de edad, bajo condiciones
controladas (Resolucién 69/98).
Posteriormente fue prohibido su uso en
nuestro pais (Resolucion 1048/2002)

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 y col (2002) sugirieron que lo mas
promisorio era la prueba de FPA con antigeno
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Objetivo

El objetivo del presente trabajo fue establecer
la persistencia de anticuerpos contra B.
abortus cepa 19 y RB51 en tres biotipos
bovinos mediante pruebas seroldgicas

convencionales y de nueva generacion y
determinar la persistencia de las cepas
vacunales a través de la identificacion del
ADN en muestras de sangre.

Materiales y Métodos

Se evaluaron 3 tratamientos (biotipos)

utilizando un disefio en bloques al azar.

Se seleccionaron al azar 90 terneras de 5
meses de edad, distribuidos segun los
biotipos:

Hereford (n=30), 3/8 Hereford (n=30) y 5/8
Cebu (n=30). Todos fueron identificados con
caravanas numeradas en ambas orejas y
permanecieron en un predio de campo natural

durante el transcurso de la experiencia.

Sedividieron en 3 grupos:

Grupo 1 (G1), 30 terneras (10 de cada biotipo)
vacunadas con 2 ml de B. abortus cepa 19
conteniendo 15 a 30 x 10°células viables.
Grupo 2 (G2) 30 terneras con el mismo
tratamiento del G1 y revacunacién a los 18
meses de edad con 2 ml de B. abortus RB51
conteniendo entre 10 y 34 x10" células
viables.

Grupo 3 (G3), 30 terneras vacunadas con 2 mi
de B. abortus Rb51.

Se tomaron muestras de sangre por
venopuncién yugular los dias 0 (previo a la
vacunacion) 7, 15, 21, 30, 45, 60, dias post-

vacunacion (PV) y a partir de ese momento
una vez al mes hasta los 12 meses. Los sueros
fueron centrifugados y almacenados
congelados a—20° C hasta su analisis.

Para determinar la persistencia de los
anticuerpos PV se utilizaron siete pruebas
serolégicas. Antigeno bufferado en placa
(BPA): descripta por Angus y Barton (1984) fue
realizada segun las modificaciones de la
Oficina Internacional de epizootias (28). Los
resultados se expresaron como positivos o

negativos.

Seroaglutinacién en tubos (SAT) vy
2—Mercaptoetanol (2Me) fueron realizadas en
paralelo segun Alton y col. (5).La
interpretacion de los resultados se hizo
siguiendo el criterio del SENASA. Sueros con
titulos =2 1:200 para SAT y 2 1:25 para 2 Me
fueron considerados positivos. Estos estudios
fueron realizados antes de que se cambiara el
valor de corte para 2Me.

Fijacion del complemento (FC): Se realiz6
segun Alton et al. (5). Los resultados se
expresaron en unidades internacionales (Ul) y
se consideraron positivos animales con titulos
241Ul (15).
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Enzimoinmunoensayo indirecto (iELISA) y
competitivo (cELISA) y la prueba de
polarizacién (FPA).Estas tres técnicas fueron
realizadas siguiendo la metodologia
descripta por Nielsen y col. (1998,1999) Los
resultados se expresaron en porcentaje de
positividad (PP) para IELISA, porcentaje de
inhibicion (%l) para cELISA y en unidades

milipolares (UmP) para FPA (24,25, 26).

Para IELISA el valor de corte fue 53%, para
CELISA40% y para FPA 104 UmP. Para FPA,
con antigeno rugoso el punto de corte fue de
90 UmP.

Para BPA, SAT-2Me y FC se emplearon
iELISA,
cELISAy FPA fueron suministrados por el Dr.

antigenos comerciales. Los de
Klaus Nielsen del Animal Disease Research
Institute, Nepean, Ontario, Canada.

Para la identificacion del ADN se obtuvieron
muestras de sangre en 10% de EDTA como
anticoagulante en los dias 0, 150 y 360 dias
PV. Las muestras se conservaron a -20° C
hasta el momento de su procesamiento. La
extraccion de ADN se realizd siguiendo la
técnica de Leal Klevezas et.al. (1995) con
algunas modificaciones (19,20).

Se utiliz6 la reaccion en cadena de la
polimeras (PCR) para amplificar una
secuencia de 498 pb de un elemento
genético 1S711 inserto en el genoma de
Brucella spp, mediante los oligonucledétidos
416R 5-TGC CGATCACTTAAG GGC CTT
CAT- 3'y 412F5'- GAC GAA CGG AAT TTT
TCC AAT CCC- 3' especificos para B.

abortus. (Bricker y col. (1995) (9). Se
amplificd ademas otra secuencia del gen eri
de B. abortus que permite diferenciar B.
abortus cepa 19 (297pb) de la cepa silvestre
y RB51 (1000pb), mediante los
oligonucledtidos eri1 5'GCG CCG CGAAGA
ACT TAT CAA 3' y oligo2 CCC AGA AGC
GAGACGAAACGS3.

Para la identificacion especifica de la cepa
RB51 se amplificé una secuencia de 364 pb
mediante los primers 416R descripto
previamente y el 428 For 5'CCC CGG AAG
ATATGCTTCGATCC 3"

Para cada muestra se utiliz6 10X de buffer
Tris CIH, 0.2M de DNTP's, 2.5 U de taq
polymerasa, 0.5 yM de cada primer, 3uM
MgCl,, 0.2-0.8 yg de ADN, en un volumen
final de 50 pl.
incluyeron controles de ADN de B. abortus,

Para cada prueba se

de bovino normaly de reactivos.

Se empled un termociclador Perkin Elmer
que fue programado a 94 °C por 5 minutos;
40 ciclos a 94°C, 50seg; 58°, 50 seg; 72°,
507
mantenimiento a 4°C. Los productos se

extensién final a 72°C, 4 min y

visualizaron por electroforesis en un gel de
agarosa 1.5%, tefiido con bromuro de etidio.
Los productos de PCR se diluyeron en buffer
de corrida (0.25% de bromofhenol, 0.25%
xylene cyanol y 30% de glycerol en agua
destilada.

El analisis estadistico empleado fue analisis
de varianza y test de comparacion de

medias de Duncan segun el paquete
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Resultados
Los resultados de los animales del grupo 1 prueba primer dia de aparicion de
vacunados con Brucella abortus cepa 19 se anticuerpos y el ultimo. Para su mayor
presentan en la tabla 1 indicando para cada comprension se grafican en las figuras 1y 2.

Tabla 1. Persistencia de anticuerpos contra Brucella abortus cepa 19 en los biotipos bovinos
Hereford (H), 3/8 Hereford (3/8 H) y 5/8 Cebu (5/8 C) vacunados a los 5 meses de edad, analizada
por diferentes pruebas serolégicas utilizadas como Tamiz o confirmatorias.

Pruebas 1er dia de deteccion de anticuerposy Persistenda de los anticuerpos
Seroléaicas’ Propordén de positivos (%) (dias)
°g H 3/8H 5/8C H 3/8H 5/8C

Antigeno bufferado en placa (BPA), Seroaglutinacion en tubos (SAT) y 2—Mercaptoetanol (2Me), Fijacion del
complemento (FC), Enzimoinmunoensayo indirecto (iELISA) y competitivo (CELISA)y la prueba de polarizacion (FPA).
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Figura 1. Dinamica de los anticuerpos contra Brucella abortus cepa 19 en los biotipos bovinos
Hereford, 3/8 Hereford y 5/8 Cebu, vacunados a los 5 meses de edad, mediante pruebas
serologicas usadas como tamiz. BPA: Antigeno bufferado en placa (1a), I-ELISA(1b).
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Figura 2. Dinamica de los anticuerpos contra Brucella abortus cepa 19 en los biotipos bovinos
Hereford, 3/8 Hereford y 5/8 Cebu, vacunados a los 5 meses de edad, mediante pruebas
serolégicas usadas como confirmatorias. SAT-2Me: seraglutinacién en tubos — 2 Me (2 a), FC

(2b),

CELISA (2c), FPA (2d).
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Los analisis estadisticos indicaron:
G1: Vacunados con Brucella abortus cepa
19.

BPA: No hubo diferencias significativas entre
los animales 5/8 Cebu y 3/8 Hereford pero si
entre éstos y los del biotipo Hereford.

FC, SAT, SAT-2Me), iELISA: No hubo
diferencias entre Hereford y 3/8 Hereford
pero sientre estos ylos 5/8 Cebu.

cELISA y FPA: No hubo diferencias entre
biotipos.

Los animales del grupo 2, 3/8 Hereford y 5/8
Cebu que recibieron una primovacunacién
con cepa 19 y fueron revacunados con B.
abortus RB51 presentaron anticuerpos a los
7 dias (10 y 40 % respectivamente).Los
animales de los biotipos Hereford y 3/8
Hereford se negativizaron alos 210 dias y los
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Figura 3: Dinamica de anticuerpos en terneras revacunadas con B. abortus cepa RB 51

G2 Vacunados con B. abortus cepa 19 y
revacunados con B. abortus cepa RB 51 y
para el G3 vacunados con B. abortus cepa
RB 51, no hubo diferencias entre los 3
biotipos en relacidon a la persistencia de los
anticuerpos.

En cuanto al grupo 3 la unica prueba capaz
de detectar anticuerpos fue FPA con antigeno
rugoso (Figura4).

Todos los animales vacunados con B.
abortus RB51 fueron negativos a las siete
pruebas realizadas empleando antigeno liso.
Mediante FPA con antigeno rugoso los
animales primovacunados con B. abortus
cepa RB 51 presentaron anticuerpos a partir
del dia 7 PV. Los Hereford y 3/8 Hereford se
negativizaron a los 90 dias y el 5/8 Cebu a los
150 dias. ElI
reaccionantes con esta técnica fue del 70 %

los 28 dias.

maximo de animales
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Figura 4: Dinamica de anticuerpos en terneras Vacunadas con B. abortus cepa RB 51

PCR

Se amplificaron la secuencias especificas
esperadas de 498 pb para B. abortus y de
297 pb para B. abortus cepa 19 (Figura 5). A
los 150 dias PV se detectaron positivas el 80
% para Hereford, el 50 % para 3/8 Hereford y
100% para 5/8 Cebuy alos 360 dias el, 100%

para Hereford, 50% para 3/8 Hereford y 100
% para 5/8 Cebu. No hubo diferencias

significativas entre biotipos.
En la Figura 5 se muestran las bandas

correspondientes a las secuencias

amplificadas.

12 13 14

9 1 0 M

1000 bp
h

Figura 5. Producto de PCR obtenido a partir de muestras de sangre de terneras vacunadas con

Brucella abortus cepa 19 a los 360 dias post-vacunacioén, mediante los primers ERI 1 y OLIGO 2.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, tefiido con bromuro de etidio. Calles 1 a3y 5 a 11

muestras de terneras vacunadas; calle 4: marcador molecular de 100 pb; calle 12: control negativo;
calle 13: B. abortus cepa 19; calle 14: B. abortus RB51.
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Discusion y Conclusiones

En los animales vacunados con B. abortus
cepa 19 la persistencia de los anticuerpos fue
mayor para los biotipos con sangre indica (3/8
Hereford y 5/8 Cebu) que para el Hereford,
mediante las pruebas de diagndstico

convencionales.

La mayor persistencia de anticuerpos PV fue
detectada mediante las pruebas utilizadas
como Tamiz. El tiempo de extincion de los
mismos fluctuo entre 150 y 210 dias mediante
BPAy entre 120 y 180 dias mediante i-ELISA
para Hereford y Cebu respectivamente.
Previos estudios realizados en terneras
Holando Argentino vacunadas con cepa 19
entre 4 y 8 meses de edad, BPA e iELISA
mostraron un periodo de extincién mayor a
245 dias PV (4). Esta diferencia podria ser
atribuida a una mayor edad de vacunacién
respecto del presente estudio. En contraste
Herr et al. (18), mediante la prueba de Rosa
de Bengala observaron una persistencia
maxima de anticuerpos PV de tan sélo 70 dias
en Bos taurus, no obstante en Argentina esta
técnica no podria ser utilizada en bovinos
desde que no esta aprobada oficialmente
para esta especie. Si la edad de vacunacion
en Bos indicus se realizara en terneras
menores de 6 meses, se llegaria a los 15
meses de edad antes del servicio con una
minima proporcion de vaquillonas positivas a
las pruebas tamiz para su posterior
confirmacién por las técnicas
complementarias. Sin embargo esta no es la

situacion corriente en areas de cria del Norte

Argentino, donde abundan estos biotipos
bovinos y donde la vacunacion se realiza con
frecuencia a una edad mayor alos 5 meses.

Con respecto a las pruebas complementarias
convencionales la persistencia maxima de
anticuerpos PV de 150 dias detectada en
Cebu mediante SAT-2ME (Figura 2a) y de 90
dias mediante FC (Figura 2b), asegurarian un
diagndstico preciso siempre que la
vacunacion se efectuara en terneras de 5
meses de edad o menores, ya que en un
trabajo previo realizado en el NOA, se
encontré que el 40% de las terneras Bos
indicus permanecian con niveles de
anticuerpos detectables por FC a los 20
meses PV (13). Estas diferencias podrian
atribuirse a una mayor concentracién de B.
abortus cepa 19 en la vacuna aplicaday auna
mayor edad de vacunacion. La precocidad
demostrada por cELISA y FPA respecto del
tiempo de extincion de los anticuerpos
generados por B. abortus cepa 19 (figura 2c y
2d), permitirian identificar especificamente
infecciones naturales con Brucella spp,
independientemente del biotipo bovino a
partir de los 60 dias posvacunacion vy
asegurar un diagnostico eficiente de las
hembras pre-servicio (4, 11, 24).

1"
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La vacuna RB51 no indujo anticuerpos
detectables por las pruebas convencionales
y noveles basadas en antigeno LPS liso en
ninguno de los biotipos bovinos vacunados
ya sea con una o dos dosis. Similares
resultados fueron reportados por Olsen y col
en 1996, mediante las pruebas de RBT, BPA,
SAT, FC, cuando vacunaron con B. abortus
RB51 hembras adultas que habian recibido
siendo terneras la cepa 19 y concluyeron
que en esas condiciones la RB51 no era
capaz de inducir una respuesta contra el
LPS
convencionales (29).

liso, medida por las técnicas
Estos trabajos
muestran la utilidad de la RB51 en regiones
marginales como el NOA y NEA donde por
problemas climaticos y de manejo no
siempre es posible vacunar antes de los 8
meses de edad con B. abortus cepa 19. Sin
embargo esta vacuna ha sido prohibida en el
territorio nacional (SENASA Resolucion

1048/2002).

Los anticuerpos generados por B. abortus
RB51 fueron detectados por la prueba de
FPA con antigeno rugoso entre 45y 120 dias
PV segun el biotipo, siendo el Cebu el que
mostré mayor persistencia. El tiempo de
extincién de los anticuerpos en las terneras
revacunadas oscilé entre 180 y 210 dias
después de la primera dosis. Conde y col.
(11), mediante FPA determinaron un tiempo
de extincién de 180 dias utilizando un punto
de corte de 100 UmP, pero en terneras
primo-vacunadas, esta diferencia podria ser
atribuida a una mayor edad de vacunacion

evaluada en el estudio. Diversas pruebas
serolégicas basadas en antigeno LPS
rugoso han sido evaluadas para la deteccion
de los anticuerpos generados por la RB51. A
través de la técnica de Dot-blot se verificé un
aumento de los titulos de anticuerpos
significativamente mayor en los bovinos
vacunados respecto de los controles (29).
Adone y col (2001) emplearon la prueba de
FC para evaluar la respuesta inmune en
bovinos y ovinos vacunados con B abortus
RB51 y concluyeron que la FC con el
antigeno RB51 podria ser de utilidad para
identificar infecciones por esta cepa en
animales y en el hombre (1,2). En contraste
Tittarelli y col (2008) observaron limitaciones
de FC para identificar terneras vacunadas
con B. abortus RB51, los anticuerpos se
detectaron entre los 6 y 120 dias, aunque el
100% de sensibilidad se observo solo en los
dias 13y 14 PV (38). En el presente trabajo
FPA con antigeno rugoso no fue capaz de
la totalidad de
vacunadas con B. abortus RB51, por lo que

detectar las terneras
también muestra una sensibilidad limitada, a
diferencia de lo informado por Conde y col.
en trabajos preliminares.

Se ha sugerido también que la combinacién
de antigenos LPS lisos y rugosos podria
mejorar la eficacia para la identificacion
serologica de animales vacunados o
infectados en los programas de erradicacion
(1,2).
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La PCR mostré utilidad para identificar B.
abortus cepa 19 y RB51 en muestras de
sangre en los diferentes biotipos vacunados,
mas alla del tiempo de detecciéon de los
anticuerpos PV. La identificaciéon de ADN
bacteriano hasta los 360 dias PV no es
indicativa de viabilidad de Brucella, por lo
que se convertiria en una herramienta
complementaria para definir un diagnéstico
ante la presencia de anticuerpos residuales
de la vacunacion por periodos prolongados.
Esta técnica posee una gran ventaja sobre
los cultivos bacterioldgicos ya que permite
trabajar con organismos no viables, hecho
que reduce los riesgos de infeccion para el
personal de laboratorio.

Se deberia evaluar el desempefio de las
pruebas seroldgicas de nueva generacion
basadas en LPS liso y rugoso en los
diferentes biotipos bovinos vacunados a una
edad mayor a 5 meses, como ocurre
frecuentemente en el NOAy NEA, ya que se
esta promoviendo desde la EEA Mercedes,
Corrientes el servicio de vaquillonas a los 18

meses de edad, y la presencia de
anticuerpos residuales en ese grupo etario

podria interferir con el diagnéstico.

A diferencia de las pruebas convencionales,
el FPA demostrd ser una prueba sencilla,
objetiva, que permitiria identificar
rapidamente los animales positivos a RB51,
sin embargo se deberian profundizar los
estudios para establecer la sensibilidad de la

misma.

La implementacion de la nueva tecnologia
para el control y erradicacion de la brucelosis
bovina en areas donde el biotipo Cebu y sus
cruzas son predominantes y en donde las
nuevas practicas de manejo tienden a dar el
primer servicio en las vaquillas a los 18
meses, permitirian diferenciar anticuerpos
de infeccion de los de vacunacion tanto para
el caso de producirse un aborto o para la
comercializacion de esos reproductores
donde el SENASA exige que sean libres de
brucelosis.
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