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RESUMEN

Bustamante SJ, Salazar HFI, Diaz AE, Manzano CC, Pérez GR, Hernandez AL. Téc Pecu Méx. 2000;
38(1)35-42. El objetivo fue determinar mediante pruebas diagndsticas, si los anticuerpos que se presentan
en bovinos revacunados con dosis reducida de cepa 19 de Brucella abortus son debidos a infeccién o a
vacunacion, e intentar el aislamiento para determinar su especie y biotipo. EI muestreo se realiz6 en 25
establos de Tizayuca, Hidalgo. Se utilizaron 100 vacas Holstein positivas a la prueba de tarjeta (PT), que
habfan sido vacunadas de tres a seis meses de edad con cepa 19 de B. abortus a dosis clasica (1 x 1010
unidades formadoras de colonias (ufc) por ml) y revacunadas de adultas con dosis reducida (3 x 108 ufc/
ml). Se obtuvieron 100 muestras de suero y exudado vaginal y sélo de 90 vacas se obtuvo leche. Se
realizaron las pruebas de fijacion del complemento (FC), rivanol e inmunodifusion radial (IDR) con
hapteno nativo. A las colonias sospechosas se les realizaron pruebas de oxidasa, ureasa, produccion de
H,S, citrato y triple azlcar hierro, entre otras. Fueron seropositivos para FC 52%, rivanol 87% e IDR
74%. Se aislo B. abortus biotipo 1 a partir de diez muestras de leche. Debido a su elevada especificidad
para los vacunados, se tom6 como prueba de oro la IDR, el 74% de vacas reactoras a esta prueba, fueron
consideradas como positivas a pesar de estar revacunadas, el 26% de vacas positivas a la PT y negativas
a IDR se consideran como reactoras posrevacunacion. Las pruebas oficiales no son adecuadas para
diferenciar sueros de vacas revacunadas con cepa 19, por lo que la IDR es una buena alternativa para
realizar este diagnostico.

PALABRAS CLAVE: Inmunodifusion radial, Brucelosis, Bovinos lecheros, Revacunacion.

INTRODUCCION

La vacuna de Brucella abortus cepa 19 en
su presentacién de dosis clasica se ha
elaborado en México desde 1951; los
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programas de la Campafia Nacional vigente
sefialan como obligatorio vacunar con ella
a todas las becerras de tres a seis meses
de edad. El uso de la dosis clasica en
animales adultos no es recomendado
debido a que estos permanecen positivos
a las pruebas serolégicas; este inconve-
niente puede ser minimizado utilizando la
dosis reducida y empleando pruebas mas
especificas, o bien realizando el diagndstico
después de los diez meses de haber
vacunado(1).
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En México, desde 1997 se ha empleado la
vacunacion de bovinos con RB51; su uso
ha sido autorizado en la campafia nacional,
desplazando poco a poco a la cepa 19. La
vacuna RB51 por ser una cepa rugosa no
induce anticuerpos que se detecten
mediante las pruebas diagndsticas
convencionales®.

En los paises en desarrollo, donde existe
imposibilidad de pagar indemnizaciones por
la eliminacion de bovinos reactores a
brucelosis, se presentan con frecuencia
hatos lecheros que muestran tasas de
prevalencia superiores al 20%. Estos
valores aparecen aun cuando se cumplan
estrictamente las normas de vacunacion
tradicional(®). Lo anterior obliga a buscar
métodos alternos para la proteccion del
ganado contra una posible infeccion, siendo
la revacunacion una alternativa.

La revacunacion es aceptada por la Norma
Oficial Mexicana para la Campafa
Nacional contra la Brucelosis Animal
(NOM-041-200-1995), la cual especifica
que se podréa realizar solamente una vez,
en animales adultos previamente vacunados
con dosis clasica de hatos donde se
presenten brotes de la enfermedad®. Sin
embargo, la revacunacion presenta ciertas
dificultades de caracter diagnostico, ya que
una segunda vacunacién implica también
un aumento en los titulos de anticuerpos,
lo que provoca una baja en la especificidad
de las pruebas seroldgicas rutinarias, al
ser incapaces de distinguir animales
vacunados de infectados y por tanto, se
presenta un aumento en el periodo de
restriccion para realizar el diagnéstico().

Las brucelas tienen una estructura
antigénica compleja; entre los antigenos

mas importantes estan el lipopolisacarido
(LPS), el hapteno nativo (HN), proteinas
citoplasmaticas y de membrana externa.
Por su localizacion en la superficie de la
célula y su inmunogenicidad, el LPS es el
primer antigeno frente al que aparecen
anticuerpos, tanto en la infeccion como en
la vacunacion. El andlisis electroforético
del LPS, permite la identificacion de un
segundo componente de naturaleza
exclusivamente polisacaridica, este
componente fue originalmente llamado
segundo polisacarido o poly-B, pero por
representar con toda certeza el equivalente
en el género Brucella de los haptenos
nativos de otras bacterias Gram negativas,
actualmente se le denomina como
HN®).

El HN se comporta de manera diferente
que el LPS, pues al menos en animales de
experimentacion, la aparicion de anticuer-
pos precipitantes depende de la intensidad
de su estimulo antigénico; la vacunacion
con la cepa 19 en terneras menores de
seis meses rara vez induce anticuerpos
frente al HN, o al menos estos desaparecen
antes de la edad adulta. Por el contrario,
la infeccion natural si lo hace, posiblemente
por la multiplicacion activa de la cepa
virulenta que causa un estimulo antigénico
méas intenso y prolongado, proporcio-
nando asi el método més especifico para
diferenciar animales infectados de
vacunados con la cepa 19(6.7),

Aunque actualmente el uso de la vacu-
nacion con la cepa 19 es minimo en
México, existe todavia una gran cantidad
de vacas revacunadas con este bioldgico.
El objetivo de este trabajo fue determinar
mediante diversas pruebas diagnosticas,
tanto oficiales como no oficiales, si los
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anticuerpos que se presentan son debidos
a infeccion, o a la vacunacion en bovinos
revacunados con dosis reducida de la cepa
19 de B. abortus, y realizar la confirmacion
mediante el estudio bacterioldgico.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 100 vacas lecheras de la raza
Holstein, teniendo como criterio de
inclusion que fueran positivas a la prueba
de tarjeta (PT); las vacas habian sido
vacunadas cuando tenian entre tres a seis
meses de edad con la cepa 19 de B. abortus
(Productora Nacional de Bioldgicos) a
dosis cléasica (1x1010 unidades formadoras
de colonias (ufc) por ml) y revacunadas
de adultas con dosis reducida (3x108 ufc/
ml). Los animales tenian entre un mesy
siete afios 6 meses de haber sido revacu-
nados; 90 de las vacas se encontraban en
lactacion y 10 estaban en periodo seco.

El ganado pertenecia a 25 diferentes
establos del Complejo Agropecuario
Industrial de Tizayuca (CAIT), que se
encuentra localizado al sur del estado de
Hidalgo. En 1997, el CAIT tenia un total
de 126 establos, de los cuales 118 se
encontraban en operacion, 21 se utilizaban
para recria y para vacas secas y 97 para
la produccion de leche. Existia una
poblacién estimada de 24,985 vacas, con
una produccion en linea promedio de 21
litros y una produccion diaria de aproxima-
damente 400,000 litros(®).

Se obtuvieron muestras de suero,
guardandolas en viales a -20°C; los
muestreos se realizaron en diferentes
fechas conforme se encontraron a los
animales positivos a la PT. Se recolectaron

37

muestras de exudado vaginal mediante un
hisopo, colocando la muestra en medio de
transporte de Stuart y en las vacas en
lactacion se obtuvo leche de los cuatro
cuartos, previa asepsia del meato del pezén
utilizando alcohol al 70 %, colectdndose
la muestra en tubos estériles de 20 ml. La
leche fue centrifugada durante 15 min,
obteniéndose el sobrenadante y el
sedimento(©).

La PT se realiz6 con antigeno de B. abortus
cepa 1119-3 a una concentracion celular
del 8% y con un pH de 3.5 siguiendo la
técnica descrita en la literatura(®). Para la
prueba de rivanol se utilizo un antigeno
de B. abortus 1119-3, con una concentra-
cion celular del 4% y se llevo a cabo
siguiendo las indicaciones referidas en la
literatura(®); se dieron como positivos
aquellos sueros que resultaron positivos a
la dilucién 1:50 o mayor®). La fijacion
del complemento (FC) se realizo con la
técnica en caliente®), dando como positivos
los sueros que dieron titulos iguales o
mayores de 1:8(3). La prueba de inmunodi-
fusion radial (IDR) se realiz6 con hapteno
nativo obtenido a partir de la cepa de
B. melitensis 16 M; el antigeno se utilizd
a una concentracion de 20 mg en un gel
de agarosa preparado en una solucion
amortiguadora de glicina(7.10),

Las muestras de leche y exudado vaginal
se inocularon por duplicado en placas
de medio selectivo Farrell y se incubaron
con 5-10% de CO,, a 37°C durante por
lo menos ocho dias. De las colonias
sospechosas se realizaron frotis para
la tincion de Gram, y se resembraron
en medio de agar brucela, para la
identificacion de la morfologia colonial.
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Para determinar su especie y biotipo, se
realizaron pruebas de citrato, oxidasa,
urea, triple azdcar hierro y produccién de
H,S; la dependencia a colorantes, tionina
y fucsina, reaccion a los antisueros mono-
especificos Ay M, la fagotipificacion y la
susceptibilidad a los antibi6ticos(®).

Tomando en cuenta que los resultados
fueron variables discretas, como método
estadistico se eligio el andlisis de Kappa,
para comparar proporciones entre pruebas,
con el fin de establecer la concordancia
entre éstas(d).

RESULTADOS

En las pruebas serolégicas se obtuvieron
los siguientes resultados positivos: La PT
presentd 100% de reactores, FC 52%,
rivanol 87% e IDR un 74%.

Del 74% de las vacas positivas a IDR se
logro el aislamiento de B. abortus, en 10
animales: del 26% de las vacas negativas
a IDR se obtuvieron resultados positivos

a las pruebas de PT, FC y rivanol a dis-
tintos meses posrevacunacion (Cuadro 1),
pero no se obtuvo ningln aislamiento de
la bacteria.

Los resultados de las pruebas bioguimicas
muestran que las cepas aisladas de las
muestras de leche fueron B. abortus biotipo
1, ya que resultaron negativas a las pruebas
de TSI y citrato; positivas a las pruebas
de oxidasa, produccion de HyS y ureasa;
hubo crecimiento en presencia de los
colorantes fucsina y safranina en todas
sus concentraciones, ademas de reaccionar
con el antisuero inmunoespecifico
A y presentar lisis en presencia de
los fagos lz, Wb y Tb; los diez
aislamientos resultaron ser cepas de
campo. De las muestras de exudado
vaginal, no se pudo obtener el aislamiento
de brucelas.

El analisis estadistico de Kappa no muestra
diferencias significativas entre las pruebas
seroldgicas utilizadas, por lo que no existio
concordancia.

Cuadro 1. Reactores positivos (%) a diversas pruebas serologicas de vacas
revacunadas con cepa 19 de Brucella abortus, negativas a la prueba de
inmunodifusion radial con hapteno nativo

Pruebas seroldgicas

Animales Rangos de meses Tarjeta Fijacién del Rivanol
No. postrevacunacion complemento
10 1-10 100.0 20.0 50.0
8 11-20 100.0 25.0 75.0
21-32 100.0 28.5 71.4
1 33-90 100.0 100.0 100.0
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DISCUSION

En México, la revacunacion contra
brucelosis en vacas es un procedimiento
muy recurrido por los ganaderos, llegando
a usar revacunaciones anuales, esto a pesar
que la NOM de la Campafa contra la
brucelosis, so6lo permite una revacunacion
en zonas con alta presencia de la
enfermedad®@.

Aunque la revacunacion constituye una
herramienta muy usada, ha sido poco
estudiada; existe un antecedente en la
cuenca lechera de Tizayuca, donde durante
el afio de 1983, la incidencia de la
brucelosis se incrementd, por lo que se
tomo la decision de revacunar con dosis
reducida a las vacas antes de su primer
servicio posparto. En ese afio se
sacrificaron sélo 67 animales positivos, lo
que representdé 0.36% de la poblacion;
para 1987 solamente se presentaron cinco
casos de vacas reactoras(12), pero
actualmente no se tiene una evaluacion del
impacto de esta practica(®).

Las pruebas serol6gicas recomendadas en
la NOM para el diagndstico de brucelosis
bovina, presentan dificultades para
discernir de forma temprana entre
anticuerpos debidos a la vacunacion, con los
ocasionados por la infeccion, por lo que se
tiene la recomendacion de no realizar el
diagndstico en bovinos vacunados con la
dosis normal o reducida de la cepa 19, hasta
pasados diez meses de la vacunacion(®).

En un trabajo realizado con becerras
vacunadas con dosis clasica de B. abortus
cepa 19, se encontré que las pruebas
oficiales PT, rivanol y FC, muestran una
especificidad del 95% al dia 270

posvacunacién, lo que da sostén a la
recomendacion de la NOM y que contrasta
con la prueba de IDR que desde el dia 60
posvacunacion da el 100% de
especificidad®.

En el presente trabajo, con la diferencia
de que se utilizaron sueros de vacas
revacunadas, se encontraron titulos
positivos a las pruebas oficiales, PT, FC
y rivanol, a mas de 32 meses posreva-
cunacién, lo que se atribuye a que en la
revacunacion la respuesta inmune se
incrementa, habiendo una produccion de
IgG en grandes cantidades, mientras que
la presencia de 1gM es menor(13).

Existen dos estudios realizados en vacas
revacunadas con la cepa 19; en uno de
ellos realizado en vacas revacunadas una
sola vez con dosis reducida, las pruebas
de tarjeta, rivanol, ELISA-1 y FC pre-
sentaron una mayor cantidad de reactores
positivos entre los 30 a los 270 dias. En
contraste, las pruebas de ELISA-C e IDR
dieron un bajo numero de sueros positivos
y estos correspondian a las vacas con
resultado positivo a la bacteriologia. En
los resultados de especificidad se pudo
apreciar que ELISA-C e IDR presentaron
un valor del 100% durante todo el
experimento, a los 270 dias las pruebas
de tarjeta, rivanol, FC y ELISA-I dieron
53%, 74%, 59% y 76% respectiva-
mente 4. El otro trabajo, realizado
recientemente en México sobre la
revacunacion de bovinos, tiene la
particularidad de que se efectué en un
establo donde las vacas tenian de dos a
seis revacunaciones con dosis reducida, y
la PT dié un 98% de reactores, el rivanol
76% y la IDR solo 21% de positivos, de
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los cuales se obtuvo el aislamiento de
B. abortus(14).

La PT en el caso de la revacunacion es
usada de rutina para el diagnéstico, sin
embargo, los resultados que se obtienen
no son confiables por el alto numero de
falsos positivos(13). Esto se observé en
este trabajo, ya que a pesar de que todas
las vacas eran positivas a la PT, al realizar
las diferentes pruebas seroldgicas oficiales
y la prueba de IDR existieron resultados
negativos, indicando que la PT no es
suficiente para establecer un diagndstico
confiable.

La prueba de rivanol present6 en bovinos
vacunados con dosis cléasica de cepa 19
una especificidad del 95% a los 270 dias
posvacunacion(9), mientras que en otro
trabajo se encontrd que en vacas revacu-
nadas con dosis reducida de cepa 19, el
rivanol fue poco efectivo al diferenciar
animales vacunados de infectados, ya que
a los 270 dias posrevacunacion presentd
una especificidad del 85%@. En el presente
trabajo, el rivanol detecta anticuerpos
durante 20 meses posrevacunacion, por lo
gue no se considera a esta prueba efectiva
para diferenciar animales revacunados de
infectados.

La prueba de IDR, al compararla con otras
pruebas diagnosticas, demostrd ser mas
sensible y méas especifica que FC en
bovinos vacunados en edad adulta con cepa
19 de B. abortus(®:7). En el presente
estudio se encontraron resultados positivos
a FC, en siete sueros de vacas con més de
21 meses posrevacunacion, siendo un
28.5% del total de vacas negativas a IDR.
La comparacion es debido a que la IDR

tiene la capacidad de detectar a los
individuos que no presentan la enfermedad.
En una exposicion prolongada de la
bacteria al sistema inmune como es el
caso de una infeccién por cepa de campo,
se producen anticuerpos contra el HN y
no cuando se trata de una exposicion
temporal al microorganismo, como es el
caso de una vacunacion con la cepa 19 de
B. abortus, lo cual la hace una prueba de
gran importancia para diferenciar animales
infectados de vacunados, y basica en la
toma de decisiones para que un animal
sea eliminado(®). El uso de la revacunacion
hace que el estimulo antigénico sea mas
fuerte, sin embargo, la IDR es capaz de
seguir diferenciando vacas revacunadas de
infectadas, como se demuestra en éste y
otros trabajos(4:14).

En estudios realizados en dos establos del
estado de México, se logro el aislamiento
a partir de leche de B. abortus biotipo 1;
cabe hacer notar que en uno de los establos
las vacas procedian del CAIT(4:14). En el
presente trabajo, también se consigui6 el
aislamiento a partir de muestras de leche
de B. abortus biotipo 1; los resultados de
estos trabajos realzan la predominancia del
biotipo 1 en esta zona y es importante
establecer que no se lograron aislamientos
de cepa 19, lo que podria suponerse por
la arraigada préactica de la revacunacion.

El hecho de realizar aislamientos de
B. abortus en diez vacas, a partir de las 90
muestras de leche, nos indica que existian
bastantes vacas infectadas, a pesar de estar
revacunadas. El estudio bacteriolégico es
poco sensible, es decir, existen animales
que resultan negativos, pero que estan
infectados, ya que se necesita una gran
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cantidad de bacterias para lograr el
aislamiento, o que la muestra sea tomada
cuando se estén excretando las brucelas(16).
Por lo que, el que se obtuviesen un 11%
de aislamientos, nos indica una alta
prevalencia de brucelosis en las vacas
revacunadas, hecho que se comprueba con
el 74% de reactores a la IDR, que es una
prueba que tiene un 100 % de especifici-
dad(9:15) por lo que no presenta resultados
falsos positivos. Aunque la NOM
contempla una revacunacion unica con
dosis reducida de cepa 19, no menciona
nada sobre las pruebas diagnosticas, ni el
tiempo en que deben utilizarse.

De acuerdo a este estudio, después de los
10 meses posrevacunacion, con las pruebas
oficiales todavia se presentaban muchos
animales falsos positivos, por lo que el
diagnostico de estos animales seria poco
confiable. Con respecto a la prueba de
rivanol, que es la oficial para diferenciar
entre animales vacunados e infectados, la
técnica presenta baja especificidad por su
gran cantidad de falsos positivos.

Aunque la vacunacién con RB51 ha
desplazado la utilizaciéon de la cepa 19,
existe una gran cantidad de bovinos
vacunados y revacunados repetidamente con
la cepa 19, para los cuales la prueba de
IDR es la Unica opcion viable para un
diagnostico diferencial.

La prueba de IDR, se tom6 como prueba
de oro, debido a su elevada especificidad
y a su caracteristica de diferenciar entre
vacas infectadas de las vacunadas con cepa
19(4,7,10,) por ello el 74% de las vacas
reactoras a la IDR, fueron consideradas
como positivas a pesar de estar reva-
cunadas, el 26% de las vacas positivas a
la PT y negativas a IDR, se consideran
como reactoras posrevacunacion. Las
pruebas oficiales no son eficientes para

diferenciar vacas revacunadas con cepa 19,
por lo que la IDR es una buena alternativa
para el diagndstico.

BACTERIOLOGICAL AND SEROLO-
GICAL STUDY OF BRUCELLOSIS IN
COWS REVACCINATED WITH REDU-
CED DOSES OF Brucella abortus
STRAIN 19

ABSTRACT

Bustamante SJ, Salazar HFI, Diaz AE, Manzano
CC, Pérez GR, Hernandez AL. Téc Pecu Méx.
2000;38(1)35-42. The goals were to determine by
different diagnostic tests, wether the antibodies in
cows are due to infection or revaccination with
strain 19 Brucella abortus reduced dose; and also
to know the biotypes and strains isolated. One
hundred Holstein cows from 25 herds in the state
of Hidalgo were vaccinated when three to six
months old with strain 19 classic dose (1x1010 cfu/
ml) and revaccinated when they were adult. One
hundred samples of serum and vaginal exudate and
90 milk samples were taken. The complement
fixation, rivanol and radial immunodifusion (RID)
with native haptene tests were made. The isolation
of Brucella was done according to techniques
previously reported. After typing, ten isolated
strains were identified as B. abortus biotype 1,
52% of the cows were positive to complement
fixation test, 87% to rivanol and 74% for RID.
Only RID positive animals were considered true
positives; 26% of animals positive to card test and
negative to RID were considered false positive due
to revaccination antibodies. The official tests were
not good enough to differentiate animals
revaccinated with strain 19. From infected animals,
RID was the best test for diagnostic purposes.

KEY WORDS: Brucellosis, Dairy cows, Radial
immunodifusion, Revaccination.
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