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RESUMEN

Se evalud la persistencia de los anticuerpos en terneras
Hereford (n=10), 3/8 Hereford (n=10) y 5/8 Cebl (n=10) de
5 meses de edad negativas a brucelosis, después de la vacu-
nacion con 2 ml de una vacuna comercial de Brucella abortus
cepa 19. Se analizaron sueros obtenidos en los dias 0, 7,
15, 21, 30, 45, 60 dias y luego mensualmente hasta los 300
dias post-vacunacion, mediante pruebas seroldgicas conven-
cionales y noveles. Muestras de sangre de los dias 0, 150 y
360 PV se analizaron también por la reaccion en cadena de la
polimerasa para identificar ADN de Brucella abortus cepa 19.
Mediante las pruebas seroldgicas convencionales se detecto
mayor persistencia de los anticuerpos segun la mayor propor-
cién de sangre indica del biotipo bovino. El 5/8 Cebu mostro
diferencias significativas (p<0.005) respecto del Hereford
con la maxima permanencia de anticuerpos, de mas de 200
dias, por las pruebas de antigeno bufferado en placa (BPA) y
enzimoinmunoensayo indirecto (iIELISA); de 150 dias por se-
roaglutinacion en tubo (SAT) y -2-Mercaptoetanol (2-ME) y de
90 dias por fijacién de complemento (FC). No hubo diferen-
cias entre los biotipos bovinos mediante enzimoinmunoen-
sayo competitivo (CELISA) y polarizacién fluorescente (FPA)
y, la persistencia promedio de anticuerpos fue de 60 dias. Se
detecté ADN de B. abortus cepa 19 hasta el dia 360 posva-
cunacion sin hallar diferencias significativas entre biotipos. A
partir de los 60 dias pos vacunacion los anticuerpos detecta-
dos con las técnicas de FPA y cELISA podrian atribuirse a
una infeccion natural y no a la vacunacion.
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SUMMARY

Persistence of antibodies in Hereford, 3/8 Hereford and
5/8 Zebu vaccinated with Brucella abortus strain 19.
Persistence of antibodies in Hereford (n=10), 3/8 Hereford
(n=10) and 5/8 Zebu (n=10) was evaluated after vaccination
with Brucella abortus strain 19. Ten 5 month old calves,
brucelosis negative were analyzed for each biotype vac-
cinated with 2 ml of a commercial vaccine. Sera samples
obtained on days 0, 7, 15, 21, 30, 45, 60 days and then monthly
until 300 days post-vaccination (PV), were analyzed using
conventional and novel serological tests. Blood samples
from days 0, 150 and 360 PV were also analyzed by
polymerase chain reaction to detect ADN of B. abortus
strain 19. Higher persistence of antibodies in 3/8 Hereford
and 5/8 Zebu than in Hereford was detected through the
conventional tests. The 5/8 Zebu showed significant
differences (p <0.005) related to Hereford. They stayed
positive up to 200 days by the buffered plate antigen (BPA)
test and indirect ELISA; 150 days by the seroagglutina-
tion tube and 2-Mercaptoethanol tests, and 90 days by
complement fixation test. The antibody titers were detected
for 60 days PV and there were no differences between
biotypes by competitive ELISA and fluorescence polarization.
B. abortus S19 DNA was detected until day 360 PV.
Competitive ELISA and fluorescence polarization would
identify infections after 60 days of the officially vaccinated
cattle of different biotypes.

La brucelosis bovina es una enfer-
medad infecto contagiosa producida
por Brucella abortus, una bacteria in-
tracelular facultativa que afecta a los
animales y se transmite al hombre por
via cutédnea o a través de membranas
mucosas. El hombre se infecta por via
conjuntival, cutanea o a través de mem-
branas mucosas. Los trabajadores ru-
rales y veterinarios pueden contagiarse
por manipular fetos abortados, terneros
nacidos vivos de madres infectadas,
durante los examenes ginecoldgicos o
por el tacto rectal. También estan ex-
puestos los trabajadores de frigorificos

y aquellos que consuman leche o sus
derivados proveniente de animales in-
fectados. En bovinos, la enfermedad se
caracteriza por producir abortos, reten-
cién de placenta, orquitis, epididimitos
e infertilidad.

Todos los paises que han calculado las
pérdidas econdémicas de la brucelosis,
han llegado a la conclusion de que son
millonarias, aceptandose que la recom-
pensa gque se obtiene al controlarla jus-
tifica cualquier inversion.

Un comité de expertos en 1964/65 es-
tim6 para Argentina un 20 % de infec-
cién en ganado de cria y un 25% en
lecheria, con un indice de aborto en la
primera infeccion de 30 a 40% de in-
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fectados y un 1,6 a 2% de esterilidad.
De acuerdo a estos datos las pérdidas
de carne eran de 1.360.000 de terneros
por abortos y de 525.000.000 litros de
leche anualmente.

En Argentina la brucelosis bovina es
una enfermedad de control obligato-
rio. El control oficial de la brucelosis se
basa en la vacunacion de las terneras
entre 3y 8 meses de edad con B. abortus
cepa 19, el analisis seroldgico periodico
y segregacion de los animales positi-
vos con destino a frigorifico?24, El diag-
ndéstico seroldgico recomendado por el
Servicio Nacional de Sanidad Animal
(SENASA) se basa en la prueba tamiz
del antigeno bufferado en placa (BPA) e
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enzimoinmunoensayo indirecto (iELISA)
y como confirmatorias seroaglutinacion
en tubos (SAT) en paralelo con 2—Mer-
captoetanol (2-ME) y Fijacion de Com-
plemento (FC). Se han incorporado en
los dltimos afios el Enzimo inmunoen-
sayo competitivo (CELISA) y la prueba
de polarizacion fluorescente (FPA)?.

Si bien se han realizado numerosos en-
sayos, no existe uniformidad de criterio
en cuanto a la persistencia de los anti-
cuerpos pos-vacunacion (PV). Trabajos
de distintos investigadores realizados
en Bos taurus, sostienen que cuando
los animales son vacunados entre los 3
y 8 meses de edad, las inmunoglobuli-
nas G persisten hasta los 8 meses y la
deteccién de anticuerpos después de
ese periodo se deberia a una infeccion
natural®.

En uno de los trabajos reportados se
vacunaron 155 terneras Hereford y/o
Flekvieh de 5 a 8 meses de edad con
una vacuna de B. abortus cepa 19 co-
mercial y evaluaron la respuesta de
anticuerpos mediante las pruebas de
Rosa de Bengala, SAT, 2-ME y FC. En-
tre los 5y 6 dias PV el 100% de los
animales presentd IgM y el 78% IgG y
se detectaron animales positivos medi-
ante 2-ME hasta los 8 meses después
de aplicada la vacuna?®.

En otro ensayo se vacunaron con
Brucella abortus cepa 19, 145 terneras
Aberdeen angus de 6 a 9 meses de
edad, serolégicamente negativas a bru-
celosis, en forma simultanea o después
de aplicar la vacuna antiaftosa. Todas
las terneras resultaron positivas a BPA,
SAT, 2-ME y FC independientemente
del momento de su aplicacion alcanzan-
do titulos entre 1/50 y 1/400 al 2-ME a
las 3 semanas de vacunadas®.

En otro trabajo se evalué la respuesta
inmune humoral en 52 terneras Holando
Argentino, de un establecimiento libre
de brucelosis luego de la vacunacion
con B. abortus cepa 19 mediante 7
pruebas serolégicas (BPA, RAP: Rapid
Automated Presumptive Test, SAT, 2-
ME, FC, enzymo inmunoensayo indi-
recto (IELISA), enzymo inmunoensayo
de competicion (CELISA) y prueba de
polarizacion fluorescente (FPA). A ex-
cepcion de FPA las pruebas seroldgi-
cas resultaron positivas en el 100%
de las terneras vacunadas a los 7
dias posvacunacion. El FPA detecto el
68,5% de ellas y junto a cELISA fueron
las pruebas que mostraron mayor pre-
cocidad para tornarse negativas, con
mas del 65% de las terneras negativas
a los 2 meses PV. Sin embargo todas
las pruebas serolégicas fueron negati-
vas en el 100% de las terneras a los 6
meses PV.

En el norte de Argentina el uso de Bos
indicus y sus cruzas estd ampliamente
difundido ya que las caracteristicas de
rusticidad lo hacen apto para la cria
en zonas marginales. La persistencia
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de anticuerpos posvacunacion compli-
caria el diagnéstico. En bovinos Bos
indicus se demostré6 que el 40% de
las terneras vacunadas se mantenian
positivas a FC 12 meses después de
la vacunacion, con una persistencia de
anticuerpos significativamente mayor
gue en Bos taurus®. El comportamiento
de estos anticuerpos en bovinos de
diferentes biotipos difundidos amplia-
mente en el norte del pais, no ha sido
determinado®.

El objetivo del presente trabajo fue
establecer la persistencia de anticuer-
pos contra B. abortus cepa 19 en tres
biotipos bovinos mediante pruebas se-
rolégicas convencionales y de nueva
generacion y, determinar la persisten-
cia de la cepa vacunal a través de la
identificacion del ADN en muestras de
sangre.

Materiales y métodos

Se seleccionaron al azar 30 terneras
de 5 meses de edad, del rodeo de la
Estacion Experimental Agropecuaria
de INTA Mercedes, Corrientes, distri-
buidos segun los biotipos: Hereford
(n=10), 3/8 Hereford (Bradford)(n=10) y
5/8 Cebu (Hereford x Brahman) (n=10).
Todos fueron identificados con cara-
vanas numeradas en ambas orejas y
permanecieron en un predio de campo
natural durante el transcurso de la ex-
periencia.

Las terneras se vacunaron con 2 ml
de una vacuna comercial de B. abortus
cepa 19, conteniendo 15-30 x 10° célu-
las viables, aprobada por el SENASA.
Se tomaron muestras de sangre por
venopuncion yugular los dias 0 (previo
a la vacunacion) 7, 15, 21, 30, 45, 60,
dias pos-vacunacion (PV) y a partir de
ese momento una vez al mes hasta los
12 meses. Los sueros fueron centrifu-
gados y almacenados congelados a
—20° C hasta su analisis.

Para determinar la persistencia de los
anticuerpos PV se utilizaron siete prue-
bas serolégicas. El antigeno bufferado
en placa (BPA)*° fue realizado segin
las modificaciones de la Organizacién
Mundial de Sanidad Animal (OIE)?.
Los resultados se expresaron como
positivos 0 negativos.

Las pruebas de seroaglutinacién en tu-
bos (SAT) y 2—Mercaptoetanol (2-ME)
fueron realizadas en paralelo segln
Alton et. al.?2 La interpretacion de los
resultados se hizo siguiendo el crite-
rio del SENASA?: Sueros con titulos
= 1:200 para SAT y = 1:25 para 2-ME
fueron considerados positivos.

La fijacion del complemento (FC) se
realizé segun Alton et al’. Los resulta-
dos se expresaron en unidades inter-
nacionales fijadoras del complemento
(UIFC) y se consideraron positivos ani-
males con titulos = 41 UIFC?.
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Se realizaron pruebas de enzimoinmu-
noensayo indirecto (iELISA) y competiti-
vo (CELISA) y la prueba de polarizacion
fluorescente (FPA), fueron realizadas
siguiendo la metodologia descripta por
Nielsen et al'4151617.1819.20 | gs resulta-
dos se expresaron en porcentaje de
positividad (PP) para iELISA, porcen-
taje de inhibicion (%l) para cELISA y
en unidades de milipolarizacion (UmP)
para FPA. Valores = 50PP, = 40 %I, de
104 UmP, fueron considerados positivos
para cada prueba respectivamente.
Para BPA, SAT-2-ME y FC se em-
plearon antigenos comerciales y para
iELISA, cELISA 'y FPA, se usaron reac-
tivos cedidos por el Dr. Klaus Nielsen
de CFIA Canada.

Para la identificacion del ADN se obtu-
vieron 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 momen-
to de su procesamiento. La extraccion
de ADN se realizé siguiendo la técnica
de Leal Klevezas et.al. (1995)*1213 con
algunas modificaciones’®.

Se utilizé la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para amplificar una
secuencia de 498 pb de un elemento
genético 1S711 inserto en el genoma
de Brucella spp, mediante los oligonu-
cledtidos 412F 5’- GAC GAA CGG AAT
TTT TCC AAT CCC- 3'y 416R 5-TGC
CGATCACTT AAG GGC CTT CAT- 3
especificos para B. abortus’. Se ampli-
fic6 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 eril 5’GCG CCG CGA
AGA ACT TAT CAA 3’ y oligo2 CCC
AGAAGC GAG ACG AAACG 3%,
Para cada muestra se utilizé6 10X de
buffer Tris CIH, 0.2M de DNTP’s, 2.5
U de taq polymerasa, 0.5 uM de cada
primer, 3uM MgCI2, 0.2-0.8 ug de ADN,
en un volumen final de 50 pl y se incluy-
eron controles de ADN de B. abortus
cepa 19 y RB51 de especie (bovino) y
de reactivos.

Se empled un termociclador Perkin
Elmer que fue programado a 94 °C por
5 minutos; 40 ciclos a 94°C, 50 seg;
58°, 50 seg; 72°, 50 seg; extension final
a 72°C, 4 min y mantenimiento a 4°C.
Los productos se visualizaron por elec-
troforesis en un gel de agarosa 1.5%,
tefiido con bromuro de etidio. Los pro-
ductos de PCR se diluyeron en buffer
de corrida (0.25% de bromofhenol,
0.25% xylene cyanol y 30% de glycerol
en agua destilada).

Los 3 tratamientos (biotipos) se evalua-
ron utilizando un disefio en bloques
al azar. Para el analisis estadistico se
empled el test de varianza y el de com-
paracién de medias de Duncan segln
el paquete estadistico de SAS.
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Tabla 1.
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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 seroldgicas utilizadas como Tamiz o confirmatorias.
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).

Biotipo/Test BPA FC SAT 2 ME IELISA CELISA FPA
Hereford 138.00 b 64.40 b 52.10 b 74.35b 96.00 b 54.150 a 60.750 a
3/8H 184.50 a 80.90 b 62.80 b 68.45 b 99.75 b 55.850 a 71.250 a
5/8 Cebu 172.50 a 92.70 a 99.00 a 139.50 a 159.00 a 63.550 a 70.500 a
P 0.059 0.0387 0.0001 0.0001 0.0005 0.2880 0.2289
Figura 1.

Dinamica de los anticuerpos contra Brucella abortus cepa 19 en los biotipos bovinos Hereford, 3/8 Hereford y 5/8 Cebd,
vacunados a los 5 meses de edad, mediante pruebas serolégicas usadas como tamiz. BPA: Antigeno bufferado en placa, i-ELISA
Enzimoinmunoensayo indirecto.
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Figura 2.
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Dinamica de los anticuerpos contra Brucella abortus cepa 19 en los biotipos bovinos Hereford, 3/8 Hereford y 5/8 Cebdu,
vacunados a los 5 meses de edad, mediante pruebas serolégicas usadas como confirmatorias. SAT-2Me: seroaglutinacion en
tubos — 2 Me (2 a), FC (2b), cELISA (2c), FPA (2d).
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Figura 3.

Producto de PCR obtenido a partir de algunas muestras de sangre de terneras vacunadas con Brucella abortus cepa 19 a los
360 dias post-vacunacion, mediante los primers ERI 1 y OLIGO 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, tefiido con bromuro
de etidio. Calles 1 y 5 muestras de terneras Hereford; calles 2, 3, 8, 9, 10 y 11 muestras de terneras 3/8 Hereford, calles 6 y 7
muestras de terneras 5/8 Cebu.; calle 4: marcador molecular de 100 pb; calle 12: control negativo; calle 13: B. abortus cepa 19;
calle 14: B. abortus RB51.

1000 bp

297 bp
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Resultados

Los resultados de la serologia se presen-
tan en la tabla 1 y se grafican para su
mejor comprension en las figuras 1y 2.
Los andlisis estadisticos indicaron:
BPA: No hubo diferencias significativas
entre los animales 5/8 Cebu y 3/8 Her-
eford pero si entre éstos y los del bio-
tipo Hereford. .

FC, SAT, SAT-2Me, iELISA: No hubo
diferencias entre Hereford y 3/8 Here-
ford pero si entre estos y los 5/8 Cebu.
CcELISAy FPA: No hubo diferencias en-
tre biotipos.

PCR: Los diferentes oligonucleétidos
evaluados amplificaron la secuencia de
498 pb especifica para B. abortus (dato
no mostrado) y la de 297 pb especifica
para B. abortus cepa 19 y la de 297
pb especifica para B. abortus cepa 19
(Figura 3). Alos 150 dias PV resultaron
positivas el 80 % de las muestras para
Hereford, el 50 % para 3/8 Hereford y
100% para 5/8 Cebu y a los 360 dias
el 100, 50 y 100 % respectivamente.
No hubo diferencias significativas entre
biotipos.

Discusion

La persistencia de los anticuerpos de-
tectados mediante la prueba de BPA
fue mayor en los biotipos con sangre
indica (3/8 Hereford y 5/8 Cebu) que en
los britanicos. Para FC, SAT, 2-ME, e
iELISA hubo diferencias de persisten-
cia de anticuerpos circulantes, entre el
biotipo con mayor porcentaje de sangre
indica (5/8 Cebu) respecto del Hereford
y el biotipo 3/8 Hereford. No hubo dife-
rencias con cELISAy FPA entre los bio-
tipos.

Podemos afirmar que cELISA y FPA
son pruebas que permitirian diferenciar
reacciones seroldgicas posvacunales
de aquellas de infeccién tanto en bovi-
nos de origen britanico como indico, a
partir de los 60 dias posvacunacion.
Entre los investigadores no existe uni-
formidad de criterio en lo referente a
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persistencia de las inmunoglobulinas
PV en terneras inmunizadas con
Brucella abortus cepa 19.

En este trabajo se observé que los
animales se negativizaban en un 100%
en BPA a los 240 dias, en FC a los 90
dias, en SAT a los 150 dias, en 2-ME a
los 150 dias, en iELISA a los 210 dias,
en cELISAy FPA a los 60 dias después
de la vacunacion con Brucella abortus
cepa 19.

Trabajos previos vacunando terneras
Bos taurus con edades comprendidas
entre los 5 y 8 meses de edad verifi-
caron la desaparicion de anticuerpos
vacunales a los 8 meses PV (320 dias)
para 2-ME, RBT y FC26. En este caso
la persistencia de inmunoglobulinas
IgG detectadas por las pruebas de FC
y 2-ME fue mayor, pero estos autores
emplearon vacunas comerciales a las
gue realizaron controles previos de via-
bilidad y cuyos recuentos oscilaron en-
tre 83 x 109 y 181 x 109 UFC/dosis.
Se midi6 la respuesta inmune en
terneras Aberdeen Angus vacunadas
simultdneamente con vacuna antiafto-
sa y Brucella abortus cepa 19. Todos
los animales se seronegativizaron a los
6 meses (180 dias) posvacunacion a
las pruebas de FC y 2-ME 29. En este
trabajo se detecté una persistencia de
90 dias mas para las mismas pruebas.
La persistencia reportada en terneras
Holando Argentino fue mayor que en
este trabajo 1.

Las diferencias encontradas con res-
pecto a los resultados reportados en
trabajos previos 8 pueden atribuirse a
las cruzas empleadas y a la concen-
tracién de las vacunas aplicadas.

La mayor persistencia de anticuerpos
después de la vacunacién podria in-
terferir en la interpretacion de los re-
sultados de las pruebas diagnoésticas
convencionales oficiales en el marco
de la campafia nacional de control de
la brucelosis. Sin embargo, cELISA y
FPA reducirian ese problema por
registrarse con estas pruebas la extin-
cion precoz de las inmunoglobulinas
circulantes?” %8,

También es importante resaltar que
existen en la provincia de Corrientes
establecimientos que realizan el prim-
er servicio en vaquillas de 18 meses
de edad, por lo que cELISA y FPA se
transforman en nuevas herramientas
para diferenciar anticuerpos de infec-
cion de los generados por la vacuna de
B. abortus cepa 19, principalmente en
el caso de producirse un aborto o para
la comercializaciéon de esos reproduc-
tores con certificado libre de brucelosis
segln lo exige el SENASA.

Los resultados del estudio de PCR
muestran que es un método eficaz
para identificar Brucella abortus a partir
de muestras de sangre. Sin embargo,
hubo diferencias entre el tiempo de per-
sistencia de los anticuerpos vacunales
medidos con las técnicas seroldgicas
convencionales y la deteccion de ADN
de Brucella abortus cepa 19 circulante
con PCR. Esta ultima permitio identifi-
car ADN bacteriano hasta los 360 dias
posvacunaciéon aunque no permite de-
terminar la viabilidad de Brucella. La
ventaja de la PCR sobre los cultivos
bacteriolégicos se basa en que per-
mite trabajar con organismos muertos
evitando riesgos de infeccién para el
personal de laboratorio®.

Conclusioén

Los resultados permiten concluir que
en areas donde prevalecen bovinos
biotipos Cebu y, donde coincidente-
mente por razones de manejo no siem-
pre se pueden vacunar las terneras a
la edad recomendada por el SENASA,
las técnicas de diagnéstico convencio-
nales (BPA, FC, SAT, 2-ME e iELISA),
deberian ser utilizadas con precaucion
y complementadas con cELISA ylo
FPA para la confirmacion de un resul-
tado cuando el caso lo requiera. La
PCR utilizando primers que diferencien
ADN de cepas vacunales de cepas de
campo, seria una herramienta adicio-
nal de utilidad cuando el cELISAy FPA
no permiten dilucidar el problema.
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