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CARACTERISTICAS DE LA CEPA RB51

DERIVACION

La cepa RB51 de Brucella abortus, es un mutante rugoso de B. abortus cepa 2308 virulento, carente de la ca-
dena O del lipopolisacarido (residuos de perosamina) en la superficie bacteriana. La cepa RB51 se obtuvo natu-
ralmente mediante el paso en serie en medios con rifampina, y mediante la seleccion de colonias Gnicas con mor-
fologia rugosa.' En 1990, el Dr. Schurig (del Instituto Politécnico de Virginia) que la desarrollara, propor-
ciono un cultivo de la cepa RB51 para los estudios llevados a cabo en el Centro Nacional de Enfermedades
en los Animales. Este cultivo se corri6 una vez, y el nuevo cultivo se denominé Simiente Maestra RB51/ARS-1.
A partir de esta simiente maestra, se produjeron simientes de trabajo de distintos pasos para ser utilizadas en estu-
dios en el ganado vacuno.

Estabilidad en el Ganado

Después de su proliferacion en el ganado, la cepa RB51 es genéticamente estable; no revierte la virulencia o
las formas lisas durante un periodo minimo de 12 semanas.” También se comprobd que la cepa RB51 era estable
in vitro después de > 100 pases en el cultivo celular e in vivo después de pasajes seriados en el raton.*

Viabilidad durante la liofilizacién y el almacenamiento.

El proceso de deshidratacion luego de la congelacion (liofilizacion) de suspensiones de cepas RB51 provoca
una caida cercana al 4% de la bacteria viva. El almacenamiento de la bacteria liofilizada en condiciones de refri-
geracion (4°C) durante periodos breves, brinda una viabilidad superior al 95%.

BRUCELLA ABORTUS CEPA RB51 EN EL GANADO VACUNO

Se determind la bioseguridad de la cepa RB51 en el ganado. Se efectuaron experimentos en terneros para de-
terminar la bioseguridad de distintas dosis (1 millén a 60 mil millones CFU SC), y en hembras prefiadas para de-
terminar la abortigenicidad.
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Tabla 1. Criterios de bioseguridad para una vacuna de Brucella viva
Después de la vacunacion no se detectan signos clinicos de enfermedad.
La bacteria persiste en ganglios linfaticos durante mas de 6 y menos de 12 semanas.
La bacteria no persiste en el torrente sanguineo luego de transcurridos 3 dias.
No se detecta presencia de la bacteria en las secreciones nasales, la saliva o la orina.
Los anticuerpos séricos aparecen a los 14 dias de la infeccion.
La inmunosupresion no provoca recrudescencia.
No se observa deplecidn linfoide en los ganglios de drenaje del punto de vacunacion.
No se observan cambios tisulares degenerativos o inflamatorios.
Las bacterias recuperadas después de una proliferacion de 12 semanas en el huésped son genéticamente idén-
ticas a la cepa de la vacuna.

©CoOoNO AWM=

VACUNACION DE TERNEROS

EFECTO CLINICO

La cepa RB51 es segura a toda edad. No se detectd enfermedad clinica ni evidencia de efecto patoldgico en
los tejidos cuando se administraron dosis mas altas de la cepa RB51 por via subcutanea a terneros de 6 semanas 0
3 meses de edad. La vacuna persiste durante el tiempo suficiente para que se desarrolle inmunidad, aunque se
elimina de los tejidos del huésped sin riesgo de que permanezca hasta la adultez.® No se observaron lesiones pato-
I6gicas en la necropsia efectuada a terneros vacunados con la cepa RB51.

PERSISTENCIA

Los experimentos de bioseguridad efectuados en vaquillas Hereford de 10 meses demostraron que la replica-
cién de la cepa RB51 en los ganglios linfaticos de drenaje de los puntos de vacunacién subcutanea era practica-
mente igual a la de la cepa 19, una semana después de la vacunacion, aunque declinaba con mayor rapidez. La
mayoria de los vacunos depuran 10 mil millones CFU de la dosis de cepas RB51 antes de las 12 semanas post-
vacunacion.

Tabla 2. Numero de cepas vivas de B. abortus viva inoculada en los ganglios linfaticos
preescapulares de drenaje de los puntos de vacunacion (promedio de 6 biopsias).
Semanas después de la vacunacion

1 2 4 6 |10]12
RB51|4.355| 1.185 | 82 (291 | O
S19 |3.748[21.896|1.205]|43| 2|0

Lesiones tisulares.

El examen microscdpico de terneros infectados por la cepa RB51 no arrojé lesiones en cerebro, tracto
genital u otras visceras. Después de la vacunacién, los ganglios linfaticos de drenaje de los puntos de vacunacion
no evidenciaban destruccion linfoide. Los cambios tisulares eran tipicos de los observados luego de vacunarlos
con la cepa 19. Se observaron antigenos bruselares detectados mediante inmunomarcacion, en las semanas 1y 2
después de la vacunacion; sin embargo los mismos estaban ausentes en la semana 4. En los terneros vacunados
con la cepa RB51 no se detectd artritis, una secuela de la vacunacion con la cepa 19. No se hallaron lesiones
histolégicas en las necropsias de cerebro, higado, bazo, ganglios linfaticos', pulmones, corazén, Gtero o testicu-
los.

Propagacion de un ternero a otro.
La cepa RB51 no se propaga de terneros vacunados a terneros sin vacunar. Las vaquillonas no vacunadas
alojadas en el mismo rodeo con las que si lo estaban, no desarrollaron evidencias seroldgicas o bacteriolédgicas de
infeccion por la cepa RB51.

Inmunosupresion.
La supresion quimica de la inmunidad en terneros vacunados no causa recrudescencia de la cepa RB51.
Al administrarla a los terneros doce semanas después de la vacunacién, la dexametasona no indujo la proliferacion
de Ia40epa RB51, cambios en las respuestas seroldgicas u otras evidencias de recrudescencia de la cepa de la va-
cuna.

2de?7 2



El Sitio de la Produccion Animal

Vacunacion en adultos

Al vacunar al ganado una vez con 3 x 10° 0 1 x 10° CFU, o dos veces con 1 x 10° CFU antes de la reproduc-
cion, se lo protegié contra posibles abortos o infecciones luego de la provocacion intraconjuntival con 1 x 10’
CFU de B. abortus cepa 2038 virulento (Tabla 3).°

Cepa RB51 en vacas prefiadas. La cepa RB51 provocé un aborto conocido en 820 vacas prefiadas que habian
sido vacunadas en condiciones de campo con 1 mil millones de CFU. Para evaluar el efecto abortigeno de la va-
cuna utilizando dosis o vias de administracion inadecuadas, se administraron dosis de 10 mil millones de CFU de
la cepa RB51 por via intravenosa a 10 vaquillonas prefiadas con seis meses de gestacion.™® Se efectuaron necrop-
sias de las vacas a las 8 semanas de efectuada la inoculacion (n = 5) o en el momento del parto normal (n = 5). Las
vacas resultaron infectadas por la cepa RB51 y desarrollaron placentitis, pero sélo una dio a luz un ternero prema-
turo (Tabla 4).

Tabla 3.- Se vacunaron vaquillonas Hereford (de 18 meses de edad) con la cepa RB51 del B. abortus
inmediatamente antes de quedar prefiadas, y se las expuso intraconjuntivalmente a la
cepa 2308 del B. abortus (S2308) al promediar la gestacion.
RECUPERACION DE S2308

DOSIS N [ CANTIDAD DE ABORTOS I O e e
MATERNO FETAL
3 X 10°CFU, UNAVEZ |5 0/5 0/5 0/5
1X 10°CFU,UNAVEZ |7 0/7 0/7 07
1 X 10° CFU, DOS VECES | 4 0/4 0/4 0/4
NO VACUNADOS 6 4/6 6/6 416

Tabla 4.- Se inyectaron 10 mil millones CFU B. abortus cepa RB51 por via intravenosa
a vacas prefiadas (de 16 y 27 meses) a los 180 dias de la gestacion.

Ve (S?m,a”as) SIS (o Cantidad de pla- | Cantidad de | Cantidad de abortos o
la exposicion en que se los . -
centas infectadas placentitis de terneros prematuros

examind
5 8 semanas 4/5 4/5 0
5 Paricién 4/5 4/5 1 ternero prematuro débil

La cepa RB51 de B. abortus se obtuvo de tejidos de vacas y fetos a las 8 semanas después de la inoculaciéon y
al momento de la paricion, después de la inoculacion intravenosa a los 180 dias de gestacion.” El Gtero y la pla-
centa de las vacas estaban infectados (Tabla 5). Los higados y bazos de las vacas y de los fetos también se encon-
traban infectados al momento de extraer las muestras. Los hisopados rectales resultaron positivos a las 2/5 - 8
semanas, aunque eran negativos al momento de nacer. El liquido amniético y el liquido cefalorraquideo eran con-
sistentemente negativos. El ganado inyectado con la cepa 19, sometido a condiciones similares, alcanzd un
porcentaje de abortos del 100%.

En otro estudio, se investigaron los efectos de la administracion subcutanea de 1 mil millones CFU de cepa
RB51 o cepa 19 en el ganado vacuno que se encontraba a mediados del periodo de gestacion.'* Ni el ganado va-
cunado con la cepa 19 ni el vacunado con la cepa RB51 abortaron o parieron en forma prematura (Tabla 6). Los
tejidos maternos y fetales recolectados en la necropsia arrojaron resultados negativos para Brucella spp. y no
mostraron lesiones histoldgicas a causa de brucelosis.

Otras especies. En la mayoria de las especies evaluadas, se detectd que la cepa RB51 estaba atenuada, y que des-
aparecia con mayor rapidez que otras cepas de B. abortus. El bisonte fue la excepcion ya que la cepa RB51
persistio durante un periodo similar al observado con la cepa 19."° En un estudio de seguridad en ardillas te-
rrestres, la cepa RB51 permanecid en tejido esplénico y hepatico hasta 12 semanas después de la inoculacion
oral, si bien no se detect6 enfermedad clinica o mortalidad (inédito).
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Tabla 5.- Cultivos bacterianos de tejidos de vacas y fetos después de la administracion intravenosa de
10 mil millones de CFU de cepa RB51 de B. abortus a los 180 dias de la prefiez.

Necropsia
Animal Tejido Nacimiento
8 semanas (n = 5) (n = 5)
Placenta 4/5 4/5
Vaca Glandulas mamarias 2/5 0/5
Leche 0/5 1/5
Hisopado vaginal 0/4 1/5
Pulmén 4/5 2/5
Feto |Contenido Abomasal 2/5 1/4
Sangre 0/5 2/5

Tabla 6.- Se inyectaron 1 mil millones CFU de la cepa RB51 de B. abortus o 3 x 10 CFU de la cepa 19 de
B. abortus, por via subcutanea a vacas prefiadas (de 20 meses de edad), a los 180 dias de la gestacion.

N = | Vacuna Cantidad de Cantidad de Cantidad de
placentas infectadas | casos de placentitis | abortos o terneros prematuros
5 RB51 0/5 0/5 0
5 S19 0/5 0/5 0

EFICACIA DE LA VACUNACION EXPERIMENTAL DEL GANADO CON LA CEPA RB51

Efecto de la via de vacunacion. La vacunacion subcutanea es la Unica via propuesta para el uso de la vacuna
RB51 en el ganado vacuno. Las terneras vacunadas subcutaneamente con RB51 se mantienen protegidas, tal como
lo demuestra el porcentaje de infecciones y abortos.

Las dosis de provocacion virulenta (descarga) utilizadas fueron de 10" en 100 pl de B. abortus cepa 2308, ad-
ministradas en el saco conjuntival (50 pl / 0jo).® La vacunacion conjuntival o intradérmica del ganado con cepas
19 es practicamente tan eficaz como la vacunacién subcutanea, aunque no resulta tan préctica.

Efecto de la dosis en la vacunacion. Las dosis méas altas de la cepa RB51 provocan respuestas inmunes detec-
tables mayores (sin respuesta inmune a la cadena O) que las dosis mas bajas. Para estudiar el efecto de la dosis
sobre la proteccion, se vacunaron subcutaneamente vaquillonas Hereford a los 7 meses con dosis altas (32 mil
millones CFU) o bajas (16 mil millones CFU) de vacuna RB51. Las vaquillonas fueron expuestas a la cepa 2308
virulenta en el sexto mes de prefiez, y fueron examinadas para detectar cualquier evidencia de infeccion y abortos.
Loidatos preliminares indican que la proteccién es similar luego de dosis de 16 y 32 mil millones CFU (Tabla
7).

Tabla 7. Eficacia de la vacuna RB51 luego de dos dosis diferentes.
Se vacunaron vaquillonas Hereford Mezcladas por via subcutanea con 16 o 32 mil millones de bacterias vivas,
se criaron de los 16 a los 18 meses, y se las expuso a la cepa 2308 de B. abortus virulenta en el 6" mes de gesta-
14

cion.
Edad al momento de la vacunacion Vacuna N =] Aborto por Brucella
7 meses RB51 — dosis alta | 6 0
7 meses RB51 — dosis baja] 6 0
20 meses RB51 — dosis baja] 3 0
7 meses Solucién salina 6 2

Dosis alta = 31,9 x 10° CFU
Dosis baja = 16,0 x 10° CFU

Efecto de la edad sobre la vacunacion

Para determinar el efecto de la edad sobre la vacunacion, se administré la vacuna RB51 a terneras (n = 30) de
3,5, 7010 meses.’® Las vaquillonas Hereford fueron vacunadas por via subcutadnea con 10 mil millones de bacte-
rias vivas, prefiadas a los 16 - 18 meses, y expuestas a la cepa 2308 de B. abortus virulento en el sexto mes de
gestacion. Las vaquillonas vacunadas a los 10 meses exhibian el mayor porcentaje de proteccion (Tabla 8). La
vacunacion a los 3, 5y 8 meses brind6 una proteccidn equivalente aunque no completa. Las vaquillonas que reci-
bieron la cepa 19 (n = 22) alcanzaron un nivel de proteccion del 95% y los controles (que recibieron solucidn sali-
na) (n=40) exhibieron una incidencia mayor de infeccion y abortos.
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Tabla 8.- Proteccion contra el aborto mediante la Cepa RB51 en cuatro edades de vacunacion diferentes.

Proteccion contra el aborto
Edad al momento de la vacunacién | % protegido (Cantidad abortados/ cantidad expuestos)
RB51 Cepa 19 Control

10 meses 100% (0/4) 100% (0/6) 40% (3/5)
10 meses 100% (0/16) Sin datos 50% (3/6)
7 meses 100% (0/11) 100% (0/5) 60% (2/5)
7 meses 100% (0/12) Sin datos 67% (2/6)
5 meses 90% (1/10) 100% (0/4) 71% (2/7)
3 meses 100% (0/4) 100% (0/4) 50% (1/2)
3 meses 93% (1/14) Sin datos 50% (4/9)
Todas las edades 97% (2/71) 100% (0/19) 50% (20/40)

Nota: un total de 71 animales fueron utilizados para RB51 y un total de 19 para Cepa 19. La diferencia en la proteccién (97%
vs 100%) no tiene diferencia significativa, por lo tanto, 1 vacunacion con RB51 protege como una vacunacién con C19. Es
estimado que si 71 animales fuesen incluidos en el grupo de C19, mas de dos abortos podrian haber ocurrido.

La cepa RB51 en otras especies
Un estudio de eficacia de la cepa RB51 (4 x 10" CFU, via subcutanea) contra Brucella ovis en carneros de-
mostrd que no producia proteccion alguna.'® Seis meses después de la vacunacion, los carneros fueron expuestos a
3 x 10° CFU B. ovis y examinados 8 semanas mas tarde. Se comprobd que tanto los controles como los vacunados
con RB51 estaban 100% infectados, en comparacion con el 68% de infeccion en los carneros vacunados con Rev-
1.

DETECCION EN LABORATORIO Y EN EL CAMPO DEL GANADO INFECTADO

Pruebas seroldgicas convencionales para detectar la brucelosis. El suero del ganado vacunado con la cepa
RB51 no contiene anticuerpos que respondan a las pruebas diagndsticas para la brucelosis. El ganado vacuno no
genera anticuerpos en la cadena anti-O que reaccionen en pruebas seroldgicas que utilizan lipopolisacaridos como
antigeno (tubo estandar, tarjeta, rivanol, PCFIA)."" El ganado adulto no seroconvierte en pruebas convencionales
de control. La vacunacion del ganado adulto con la cepa RB51, que ya habia sido vacunado con la cepa 19 cuando
terneros, no induce respuestas seroldgicas positivas en los tests convencionales de control.*® También se compro-
b6 que la cepa RB51 era incapaz de producir anticuerpos en la cadena anti-O en otras especies (cabra, conejo,
raton).!

El ganado vacunado con la cepa RB51, infectado con cepa 2308 virulenta, desarrolla anticuerpos que reaccio-
nan en las pruebas serolégicas convencionales. Los animales vacunados con cepa RB51 muestran un aumento de
los titulos en las pruebas de tubo tradicionales luego de la provocacion con la cepa 2308, aunque a diferencia de
las respuestas en los no vacunados, los titulos descienden en forma progresiva.

Prueba seroldgica de la cepa RB51. Se obtuvieron evidencias seroldgicas de la vacunacién con la cepa RB51
mediante una prueba Dot Blot que detecta las respuestas de los anticuerpos frente a las proteinas bacterianas, de
las bacterias cepa RB51 irradiadas con rayos gamma.™ Los titulos de los anticuerpos son significativamente mas
altos en el ganado que recibi6 una dosis de 30 mil millones CFU de cepa RB51, en comparacién con los que reci-
bieron 15 mil millones CFU. El ganado vacunado con la cepa RB51 produce anticuerpos de hasta, como minimo,
4 0 5 proteinas de la membrana externa de B. abortus. En la actualidad, estas proteinas se estan aislando para uti-
lizarlas en el desarrollo de una prueba de diagndstico mas especifica.

Prueba cuténea. Las pruebas cutaneas para la sensibilidad especifica mediante inyeccidn intradérmica de bru-
celina no distinguen entre el ganado infectado con la cepa 19 y el infectado con cepas de campo virulentas de B.
abortus debido a que el ganado de ambos grupos responde con resultados positivos a las pruebas cutaneas. El
ganado que recibi6 la cepa RB51 no responde a la inyeccién intradérmica de la brucelina estandar.”

Inmunidad mediada por células. El ganado vacunado con cepa RB51 presenta, in vitro, evidencias de inmuni-
dad mediada por células. Los linfocitos aislados de los ganglios linfaticos del ganado vacunado con la cepa RB51,
responde de manera similar al ganado que recibi6 la cepa 19.**

LA CEPA RB51 EN BISONTES Y ALCES

La infeccion de bisontes y alces en el Parque Nacional de Yellowstone con B. abortus es una fuente potencial
de infeccion del ganado y de la persistencia de la brucelosis en Estados Unidos de Norteamérica. Los estudios en
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bisontes indican que la cepa RB51 puede ser eficaz como agente inmunizante. Los bisontes vacunados por via
subcutanea con la cepa RB51 exhiben una menor cantidad méaxima de bacterias en el tejido de ganglios linfaticos,
menor cantidad de titulos de anticuerpos y depuran las bacterias del organismo en forma mas lenta que el ganado
vacuno.”?** En el bisonte, la cepa RB51 se localiza predominantemente en los tejidos linféticos, y aparentemen-
te no causaria lesiones histolégicas adversas.* El bisonte vacunado cuando pequefio, no transmite la vacunacion
de la cepa RB51 a los bisontes virgenes de inmunizacion que se albergan con ellos o que se encuentran en un
mismo entorno.?® Se comprob6 que, en el bisonte, las respuestas mediadas por células a los antigenos de B. abor-
tus eran similares a las del ganado inmunizado.? Los terneros de bisontes vacunados con la cepa RB51 se encuen-
tran protegidos contra la infeccién fetal y el aborto cuando se los expone a la bacteria al promediar la gestacion
con cepa 2308 virulenta.?

Como vacunacion en bisontes hembras adultas prefiadas, la cepa RB51 indujo aborto (2/8) y placentitis cuan-
do se administraron dosis de 10° CFU, las cuales eran consideradas seguras en el ganado vacuno.”® Los datos sugi-
rieron que los bisontes vacunados en el segundo trimestre de gestacidon eran mas propensos a abortar.
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