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COMUNICACION

Respuesta seroldgica a la vacunacion contra brucelosis en bovinos provenientes
de un rebafio libre vacunados con dos dosis de vacuna Cepa RB-51

Serological response to brucellosis vaccination in bovines from a
free herd vaccinated with two doses of RB-51
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20rganizaciéon Mundial de Sanidad Animal (OIE), Paris, Francia.

bInstituto de Medicina Veterinaria Preventiva, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de Chile,
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Virginia Tech, Blacksburg, Virginia, USA.

SUMMARY

A prospective study was carried out in order to determine the serological response to the official tests used in Chile for the detection of bovine
brucellosis which are Rose Bengal (RB), Complement Fixation (CF) and Competing Elisa (C-ELISA), in adult cows vaccinated with two doses of
vaccine strain RB-51 from a brucellosis free herd as certified by the Servicio Agricola y Ganadero (SAG) of the Ministry of Agriculture of Chile. A
total of 100 female bovines older than 18 months were selected in order to be 90% confident that the proportion of positives in cows vaccinated twice
would not exceed 2.95% if all collected serum samples remained negative. The animals were vaccinated subcutaneously with 2 cc of vaccine strain
RB-51 in doses of 1-3.4x10'? ufc with an interval of 30 days between the first and the second application; the date of the first vaccination was the day 0
of study. Serum samples were taken the days 0, 30 and 60. Samples were processed in the Laboratory of Reference for Bovine Brucellosis of the SAG,
Osorno, X Region, Chile. None of the vaccinated cows showed serological reaction due to administration of two doses of RB-51 vaccine detected by

routine tests for bovine brucellosis.
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INTRODUCCION

La brucelosis bovina es una enfermedad altamente
infecciosa causada por Brucella abortus. Se caracteriza por
abortos y disminucién de la fertilidad principalmente en
bovinos, aunque otras especies animales también pueden
verse afectadas, lo que ocasiona importantes pérdidas
econdmicas. Se transmite al hombre, constituyendo una
zoonosis de distribucién mundial (Acha y Zsyfres 2003).
Estas caracteristicas han hecho que las autoridades sanitarias
mundiales relacionadas con la salud animal se preocupen y
promuevan programas de control y erradicacién (Godfroid
y col 2003). Algunos paises del norte y centro de Europa,
Canada, Jap6n, Australia y Nueva Zelanda son considerados
libres de la enfermedad por la OIE.!

En Chile, las acciones organizadas contra la bruce-
losis bovina abarcan una experiencia de mds de 25 afios.
Después de un extenso periodo de control basado en la
vacunacién de terneras con vacuna Cepa 19, se inicié
durante la primera mitad de los afios noventa un cambio
estratégico del programa de brucelosis conducente a la
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I OIE. Organizacién Mundial de Sanidad Animal. 2005. http://www.
oie.int/hs2/using handistatus2. (Consultado el 24 de agosto 2005).

erradicacion. Este proceso comenzé en las regiones XI y
XII, las cuales tenfan condiciones favorables de prevalencia
minima de la enfermedad, baja densidad ganadera y ais-
lamiento geografico, para posteriormente extenderse a las
regiones con mayor masa ganadera del pais; es asi como
la X Regién (actualmente regiones XIV y X) se incorpord
en el afio 1996 (Lopetegui 1995, Rivera y col 2002). Como
parte de esta estrategia se incluy6 en forma oficial, en 1997,
la vacuna Cepa RB-51 en reemplazo de la mencionada
vacuna Cepa 19.

Brucella abortus cepa RB-51 es una cepa atenuada,
rugosa, mutante y estable derivada de la cepa de B. abortus
cepa 2308 que no posee la cadena O de lipopolisacaridos
en la superficie de la pared celular (Schurig y col 1991).
Estudios experimentales han demostrado que protege
eficazmente a los bovinos contra la infeccién por B. abor-
tus, en forma muy similar a la vacuna Cepa 19, pero sin
el inconveniente de inducir anticuerpos que reaccionan
con las pruebas diagndsticas convencionales (Cheville y
col 1996, Stevens y col 1994).

Una de las medidas sanitarias recomendadas para el
manejo de un rebaiio infectado de brucelosis bovina en el
programa de erradicacién de Chile, es elevar la inmunidad
del rebafio (Rivera y col 2001). Esto se realiza actualmente
vacunando con vacuna Cepa RB-51 a toda la masa sus-
ceptible, segtin la condicién epidemioldgica del rebafio
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(Lopetegui 1999). La pauta oficial de vacunacion se basa
en la aplicacion de 2 cc de la vacuna via subcutdnea en
las terneras desde los cinco meses de edad, las vaquillas
pre-encaste desde los 15 meses de edad y las hembras
adultas con excepcion de las gestantes.

A pesar de que se han realizado numerosos estudios en
los cuales se ha confirmado que la vacunacién con Cepa
RB-51 no induce la produccién de anticuerpos detectables
por las pruebas diagndsticas de uso rutinario, no hay muchos
antecedentes sobre seroconversion posterior a la vacunacién
con Cepa RB-51 cuando los animales son adultos y cuando
se usa mas de una dosis de vacuna. Debido a lo expuesto se
realizé una encuesta seroldgica prospectiva con la finalidad
de verificar que la vacuna RB-51 aplicada en dos dosis a
hembras bovinas adultas provenientes de un rebaiio libre a
la enfermedad no provoca anticuerpos posvacunacion que
sean detectables por las pruebas diagndsticas de Rosa de
Bengala (RB), Fijacion de Complemento (FC) y Elisa de
competencia (C-Elisa), pruebas oficiales aplicadas en Chile
para la deteccién de brucelosis bovina.

MATERIAL Y METODOS
REBANO LIBRE

Se eligi6 un rebaiio libre de brucelosis bovina con
certificacién vigente otorgada por el Servicio Agricola y
Ganadero del Ministerio de Agricultura de Chile. Se definié
como tal aquel rebafio sin aislamiento bacterioldgico del
agente y con serologia negativa a las pruebas oficiales por
lo menos durante tres muestreos sanguineos consecutivos
de toda la poblacién bovina mayor de 18 meses. Este
rebafio usado en el estudio se ubic en la comuna de Los
Lagos, Provincia de Valdivia, Chile, y correspondié a un
rebafio lechero de aproximadamente 500 hembras de raza
Fris6n Negro.

SELECCION DE LOS ANIMALES Y VACUNACION

Del rebaiio libre se seleccionaron en forma aleatoria 100
hembras bovinas mayores de 18 meses (n), con la finalidad
de tener una confianza de un 90% de que la proporcién de
animales positivos no serd mayor a 2,95%, valor maximo
del intervalo de confianza exacto, si todos los animales
muestreados resultan negativos (Fleiss y col 2003). Estos
animales fueron vacunados via subcutdnea, en el drea pre-
escapular, con vacuna cepa RB-51 (Laboratorio Colorado
Ferum, Denver, Colorado, USA) en dosis de 1-3,4x1010
unidades formadoras de colonias (UFC), con una diferencia
de 30 dias entre la primera y segunda vacunacién. Esta
dltima constituy6 el dia 0 del estudio.

TOMA DE MUESTRAS Y PRUEBAS DE LABORATORIO

Los dias 0, 30 y 60 del estudio se tomaron muestras
de 10 ml de sangre por venopuncién coccigea de cada
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animal seleccionado. Las muestras se dejaron en reposo
a temperatura ambiente para favorecer la formacion del
codgulo y luego se llevaron al laboratorio del Instituto de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Austral de Chile para la liberacién del suero y almace-
namiento de éste a -23° C. Posteriormente fueron enviadas
al Laboratorio de Referencia para Brucelosis Bovina del
Servicio Agricola y Ganadero en Osorno para su andlisis
mediante las pruebas seroldgicas de RB, FC y C-ELISA
seglin los protocolos establecidos por la OIE ( 2004).

Se consideraron bovinos con serologia positiva a bruce-
losis aquellos que presentaron cualquier reaccion leve de
aglutinacion para RB, una reaccion de titulacion igual o
superior a 1:10 para FC y porcentajes de inhibicion igual
o superiores a 40% para C-Elisa, segtin lo establecido en
el proceso de validacién de esta dltima prueba en Chile
(Rivera y col 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Este estudio se realizé con el objetivo de verificar
que la vacuna cepa RB-51 aplicada en dosis altas es un
inmundgeno seguro y estable que no provoca anticuerpos
posvaccinales que sean detectables en las pruebas oficiales
utilizadas en Chile para el diagndstico seroldgico de la
brucelosis bovina.

Al analizar los sueros de las 100 hembras vacunadas
con dos dosis de vacuna RB 51 con diferencia de 30 dias
entre cada aplicacién y muestreadas los dias 0, 30 y 60
del estudio, se aprecidé que ningtn animal presentd reac-
cién seroldgica a las pruebas atribuible a la vacunacién
con cepa RB-51.

Lo expuesto coincide con lo descrito en los experimentos
iniciales tanto de laboratorio como de campo, realizados
en Estados Unidos en los afios noventa con la finalidad de
establecer la bioseguridad y eficacia de la vacuna cepa RB-51
(Chevilley col 1992, 1993y 1996, Stevens y col 1994 y 1995,
Palmer y col 1997, Olsen y col 1999, Cheville 2000) y con
los resultados encontrados por el laboratorio del Servicio
de Inspeccién y Sanidad Agropecuaria. Este analiz6 siete
pruebas seroldgicas aprobadas por el Departamento de
Agricultura, las que indicaron que la vacuna cepa RB-51
no interfiri con ninguna de las pruebas seroldgicas para
brucelosis basadas en la cadena O de lipopolisacaridos.
Esto permiti6 concluir que dicha vacuna es mds apropiada
que la vacuna Cepa 19 para ser usada en los programas de
control y erradicacién de la brucelosis bovina en Estados
Unidos, situacién también comprobada en otras especies
como visén y alce (Cheville 2000).

Los resultados encontrados en Estados Unidos concuer-
dan también con los reportados por Fosgate y col (2003)
en 32 bufalos de agua de 5 a 20 meses de edad de un rebaiio
libre vacunados con cepa RB-51 y sometidos posterior-
mente a condiciones naturales de exposicién en Trinidad,
ninguno de los cuales resultd positivo a las pruebas de
aglutinacion tradicionales, y con lo informado por Diptee



y col (2006), los cuales también en Trinidad administraron
hasta 4 dosis en concentracién de 2,02 x 10!° CFU de
RB-51 a 30 bifalos de agua de 6 a 10 meses de edad de
un rebaiio libre, sin que posteriormente éstos presentaran
anticuerpos que reaccionaran a las pruebas buferada de
aglutinacién en placa y Elisa de competencia (C-ELISA),
indicando que el uso de este inmundgeno no afecta la
vigilancia de brucelosis en esta especie animal.

Lo anteriormente expuesto esta de acuerdo también con
lo informado por Lord y col (1998) quienes vacunaron 330
animales de 3 a 8 meses de edad y 120 de 10 a 12 meses
de edad en la Regidn de los Llanos en Venezuela en condi-
ciones de campo de alta (39%) y baja (2%) prevalencia,
los cuales presentaron resultados negativos a las pruebas
seroldgicas convencionales; con los resultados obtenidos
por Samartino y col (2000) al vacunar 57 hembras pre-
fladas en Argentina ninguna de las cuales seroconvirtio;
y con lo sefialado por Uzal y col (2000) quienes indican
que en una investigacién también realizada en Argentina
la inmunizacién con una, dos o tres dosis de vacuna Cepa
RB-51 de animales adultos (novillos y hembras gestantes)
no interfiere con las técnicas de diagndstico seroldgicas
de la brucelosis bovina.

La serologia negativa encontrada en los reportes
antes sefialados contrasta con los resultados obtenidos
por Leal-Herndndez y col (2005), quienes informan que
la revacunacién con una dosis reducida de RB-51 de 35
hembras gestantes que previamente habian sido vacuna-
das con dosis de ternera de RB-51, indujo una reaccién
seroldgica atipica transitoria durante varios meses en 5
(17%) de ellas a las pruebas convencionales de Rivanol
y Prueba de la Tarjeta; sin embargo, los mismos autores
atribuyen este resultado a una respuesta secundaria por
exposicion a cepas de campo de Brucella, lo cual fue
comprobado por aislamiento, con lo cual la ocurrencia
de anticuerpos muestra que los animales estuvieron en
contacto con el agente, pero el sistema inmune fue capaz
de controlar la infeccién.

Los resultados obtenidos en esta investigacién permiten
concluir que en animales inmunizados con dos dosis de
cepa RB-51 no se detectan anticuerpos postvaccinales
atribuibles a la vacuna que puedan interferir con las pruebas
diagndsticas actualmente utilizadas para la deteccion de
brucelosis bovina en Chile.

RESUMEN

Se realiz6 una encuesta prospectiva con la finalidad de determinar
la respuesta seroldgica a las pruebas oficiales aplicadas en Chile para la
deteccion de brucelosis bovina que son Rosa de Bengala (RB), Fijacién
de Complemento (FC) y Elisa de Competencia (C-Elisa), en hembras
adultas vacunadas con dos dosis de vacuna Cepa RB-51 provenientes de
un rebafio libre de la enfermedad con certificacion vigente otorgada por
el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) del Ministerio de Agricultura de
Chile. Se seleccionaron 100 hembras bovinas mayores de 18 meses con
la finalidad de tener una confianza de un 90% de que la proporcién de
positivos no serd mayor a un 2,95% si todos los animales muestreados
resultan negativos. Los bovinos fueron vacunados via subcutdnes con
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vacuna Cepa RB-51 en dosis de 1-3.4 x 10'© UFC con una diferencia
de 30 dias entre la primera y segunda aplicacion; la fecha de la primera
vacunacion correspondio al dia cero del estudio. Los dfas 0, 30 y 60 se
tomaron muestras de 10 ml de sangre por venopuncién coccigea de cada
animal seleccionado. Las muestras se procesaron en el Laboratorio de
Referencia de Brucelosis Bovina del SAG, Osorno, X Regién, Chile.
Ningtin animal present6 reaccién serolégica atribuible a la vacunacién
con RB-51 que puedan interferir con las pruebas diagndsticas actualmente
utilizadas para la deteccién de la brucelosis bovina.
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