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Resumen

Se escogieron 53 cabras de raza Granadina de 12 y 15 meses de edad, primiparas y negativas a la prue-
ba de aglutinacién en placa y tubo. Un lote de 18 cabras fue vacunado con vacuna REV-1, 17 cabras fueron
vacunadas con vacuna 899-B y las 18 cabras restantes fueron testigos sin vacunar. Un mes después de la va-
cunacion las 53 cabras fueron llevadas al empadre y fueron expuestas con la cepa 53H38 de Brucella meli-
tensis, 73 dias después de vacunadas. Inmediatamente después del aborto o parto normal, todos los animales
fueron sacrificados para hacer aislamientos a partir de ganglios linfaticos y érganos.

Los resultados de las pruebas de aglutinacion sefialan que los titulos producidos por la vacuna REV-1,
fueron mas altos y mas estables que los producidos por la vacuna 899-B; los estudios bacteriol6gicos mostra-
ron un mayor porcentaje de animales con infeccién generalizada en el lote 899-B. Los animales testigos mos-

traron mayor porcentaje de abortos y de infecciones generalizadas. ) )
De acuerdo con los resultados obtenidos podemos concluir que la vacuna 899-B produjo una buena in-
munidad: sin embargo, con la vacuna REV-1 se obtuvo mayor proteccion contra melitensis.

La Brucella melitensis fue descubierta en
Malta en 1886. La infeccion por este germen
ha sido un grave problema en muchas regio-
nes del mundo. No se ha determinado adn la
incidencia de Brucelosis en México, sin em-
bargo algunos informes (Secretaria de Salu-
bridad y Asistencia, 1947; Elizondo, 1955;
Calvan, 1956; Ortiz, 1956; Cardenas, 1969)
muestran que la mayoria de los casos de Bru-
celosis en humanos, son causados por B. meli-
tensis. Mas de la mitad de estos casos, proce-
den de los estados en los que predominan
las explotaciones caprinas (Ortiz, 1956; Car-
denas, 1969). Generalmente, el 38% de los
rebafios de esas zonas se encuentran infecta-
dos. En muchos estados existe mas del 10%
de infeccion en cada rebafio; Cardenas (1969)
considera que la forma mas efectiva para
atacar este problema, radica en la vacuna-
cidn de las cabras. Actualmente se realizan
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numerosos intentos para elaborar una vacuna
innocua, capaz de producir inmunidad sufi-
ciente y duradera.

Este trabajo tuvo por objeto evaluar la efec-
tividad de dos vacunas atenuadas, contra la
brucelosis caprina en México. La vacuna
REV-1 (Elberg y Meyer, 1959) que fue pro-
bada en cabras por vez primera por Elberg y
Faunce Jr. (1957) y posteriormente, en nu-
merosas ocasiones, por Alton (1959, 1961,
1966, 1968) Elberg (1959) Jones, Thompson
y Alton (1958) y Morgan et al. (1966); y
la vacuna 899-B, desarrollada en México,
probada primero en animales de laborato-
rio (Ledén, 1966) y recientemente en cabras
(Ledn, 1970).

Material y métodos

Animales: Se emplearon 53 cabras hembras
de raza Granadina, de 12 a 15 meses de
edad, procedentes del Estado de Durango, las
cuales, desde su nacimiento fueron manteni-
das en estabulacion. Todas resultaron negati-
vas a las pruebas de aglutinaciéon en placa
para el diagndstico de Brucelosis.

Un mes antes de ser apareadas, fueron va-
cunadas 18 cabras con la vacuna REV-1, en
otras 17 se us6 la vacuna 899-B y 18 cabras
mas se dejaron sin vacunar como controles.
Cada animal se identificé por medio de una

TECNICA PECUARIA



marca de nitrogeno liquido.
1967).

Vacunas: La vacuna REV-1.* elaborada a
partir de una cepa mutante de B. melitensis
que no requeria la presencia de estreptomici-
na para su desarrollo, se aisld a partir de
una poblacion de B. melitensis que si reque-
ria dicho antibiético (Herzberg y Elberg.
1955). La vacuna se cultivd en un medio de
tripticasa soya agar y se cosechd con solucion
de Zobell (Zobell y Zobell, 1832) se aplico
por via subcutdnea en el lado derecho del
cuello de cada cabra 1 mi
de suspension bacteriana diluida en agua
destllada estéril, n una concentracion de 1 X
10 ? bacterias por ml.

La vacuna 899-B ** elaborada con una cepa
de B. melitensis lisa atenuada mediante 720
pases en medios de agar que contenian sales
biliares (Leo6n, 1966). Se aplico en la conjun-
tiva ocular derecha de cada cabra una gota
(1/28 ml) que contenfa 7.5 X 10 ** de bac-
terias diluidas en agua destilada estéril.

Pruebas de aglutinacion. Las 53 cabras fue-
ron sangradas 50 dias antes y 52. 75. 80. 94.
106, 116, 126. 136 y 146 dias después de la
vacunacion, con el fin de obtener suero san-
guineo para pruebas de aglutinacién.

Las pruebas de aglutinacion en tubo fu
eron realizadas utilizando antigeno estandari-
zado de B. melitensis (Cepa 16M) de acuer-
do con el método recomendado por la O.M.S.
(Alton y Jones, 1967). Las reacciones sero-
légicas se consideraron positivas al encontrar-
se titulos de 1:40 o superiores.

Exposicién. En la exposicion de los ani-
males, 73 dias después de vacunados, se les
aplicd, en la conjuntiva izquierda, una gota
(previamente calibrada a 1/50 ml) de una
suspensiéon de B. melitensis virulenta cepa
53H38. Cada gota Contema un titulo bacte-
riano de 4.03 X 10, lo cual se determing
inmediatamente despues de la aplicacion.

La exposicion de todos los animales se efec-
tué en un periodo de 30 minutos. Primero se
expuso un animal vacunado con 899-B. des-
pués uno vacunado con REV-1. por dltimo
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un animal del grupo control y asi sucesiva-
mente.

Obtencion de muestras y pruebas bacterio-
Idgicas. Inmediatamente después de los abor-
tos o partos, se colectaron los fetos y las pla-
centas o se sacrificaron las crias y se hicieron
cultivos bacteriolégicos a partir del higado,
bazo, pulmén y contenido estomacal. Las hem-
bras también fueron sacrificadas y de ellas
se colectaron asépticamente los ganglios lin-
faticos submaxilares, parotideos, retrofarin-
geos, preescapulares. precrurales, popliteos,
retromamarios, iliacos, hepéaticos y mediastini-
cos; ademas leche, sangre, exudado vaginal
y fragmentos de pulmon, bazo, higado, glan-
dulas mamarias, carinculas y placenta. Cada
muestra fue inoculada en medio de Kuzdas y
Morse (1953). Todas las colonias que cre-
cieron en este medio, fueron tefiidas con los
colorantes de Gram y Hansen y fueron sem-
bradas en medio de McConkey. Finalmente
se hicieron pruebas de aglutinaciéon con suero
monoespecifico Anti-B. melitensis. Todas las
colonias identificadas como gram negativas
se tifieron por la coloracion de Hansen; no
crecieron en medio de McConkey y presenta-
ron aglutinacion con antisuero monoespeci-
fico. Todas las cepas de B. melitensis aisladas
a partir de animales vacunados con REV-1,
se cultivaron en dos medios, uno que contenia
2.5 mg de estreptomicina por ml de medio
y en otro medio que contenia 5 U.l. de peni-
cilina por ml. Esto se efectué con el fin de
determinar si la cepa aislada era REV-1 o
cepa de exposicién 53H38 (Alton y Jones.
1967). Las cepas aisladas a partir de animales
vacunados con 899-B, se inocularon en
ratones, los cuales fueron sacrificados 30 dias
después, con el fin de recuperar el germen,
lo que permiti6 establecer la diferencia entre
cepa vacunal y cepa de exposicion (Ledn.
1966).

Se considerd que las cabras tenian una in-
feccion generalizada cuando se encontraron
seis 0 mas tejidos infectados con B. melitensis
cepa 53H38.

Resultados

Serologia: Existid6 marcada diferencia en-
tre los titulos de aglutinacion de los animales
del grupo control, y el de los vacunados (Cua-
dro 1). En el grupo vacunado con REV-1.
el promedio del titulo fue de 1:77 a los 52
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dias después de la vacunacién y de 1:23 a
los 126 dias después de la misma o sean 53
dias posteriores a la exposicion. En las cabras
vacunadas con 899-B, el titulo promedio de
aglutinacion a los 52 dias fue de 1:13;y a

control, el niamero de crias y fetos infecta-
dos, fue elevado (9 de 19, que corresponde
al 47.3%). En el grupo de animales vacuna-
dos con la 899-B, sélo algunas crias se infec-
taron (4 de 17 o sea el 23.6%); mientras

CuUADRO 1

Titulos promedio de aglutinacion ! de los grupos de cabras vacunadas con Rev-1, 899-B, y
controles sin vacunar, después de ser expuestos con cepa 53H38 virulenta de
Brucella melitensis

(Antigeno cepa 16 M)

Dia después de

la vacunacion Rev-1 899-B Controles
52 1:77 1:13 1:10
73 Exposicion Exposicion Exposicion
80 (7)? 1: 38 1:14 <1:10
94 (21) 1: 40 <1:10 <1:10
106 (33) 1: 53 <1:10 <1:10
116 (43) 1: 43 <1:10 1:17
126 (53) 1: 23 <1:10 1:27
136 (63) 1: 20 <1:10 1:37
146 (73) 1: 28 <1:10 1:57

! Se utilizé como antigeno la cepa 16 M. de B. melitensis para la prueba de aglutinacion en tubo.
Los numeros entre paréntesis corresponden a los dias siguientes a la exposicion.

partir del 94° dia. se mantuvo a un nivel infe-
rior de 1:10. En el grupo control el titulo
promedio fue menor de 1:10. hasta los 33
dias después de la exposicion, a los 43 dias
empez6 a subir para terminar con 1:57 al
final del experimento. Bacteriologia: En el
Cuadro 2, se exponen los nimeros de fetos y
crias sacrificados, a partir de las cuales se
aislé B. melitensis. se incluye ademas el na-
mero de animales gestantes. En el grupo

que en el grupo de vacunados con REV-1,
solamente se encontré un feto infectado (1
de 18. correspondiente al 5.5%). Inmediata-
mente después de que las cabras llegaron a
los locales de aislamiento del 1.N.I.P., ocurrie-
ron muchos abortos los que se consideraron
no especificos, ya que los animales fueron
expuestos al dia siguiente, por lo que es pro-
bable que el manejo fuera la causa de los
mismos.

CUADRO 2

NuUmero de abortos y nacimientos en Iosg

y controles, expuestas con

rupos de cabras vacunadas con Rev-1, 899-B
rucella melitensis cepa 53H38

Abortos

Crias Abortos y nacimientos

Asociados con

Animales Causados por Infectadas con
Vacuna gestantes Total Brucela Total Brucela Total B“(J,/EEIa
Rev-1 16 7 1 11 0 18° 1/18 55
899-B 16 12 4 17 4/17 23.6
Controles 18 9 6 10 3 19¢ 9/19 473

a) Seis de estos abortos probablemente se debieron al manejo.

b) Incluyendo dos parejas de gemelos.
c) Incluyendo una pareja de gemelos.
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No fue posible reproducir las cepas de B.
melitensis procedentes de animales vacunados
con REV-1, en medios que contenian estrep-
tomicina, lograndose colectar de aquellos que
tenian penicilina por lo que se concluyd, que se
trataba de la cepa de exposicién.

De los ratones inoculados con cepas aisla-
das a partir de las cabras vacunadas con
899-B, se aislé B. melitensis por lo que fue
posible considerarla como cepa de exposicion.

En los Cuadros 3 y 4 estan resumidos los
datos referentes al grado de infeccién de las

cabras adultas, sacrificadas después del aborto
0 el parto y el tiempo transcurrido entre la
fecha de exposicién y la fecha en que se rea-
lizé la necropsia. El grado de infeccion fue
muy similar entre las cabras del grupo va-
cunado con 899-B y las cabras del grupo
control (70.6% y 77.7% respectivamente),
mientras que en el grupo de animales vacu-
nados con REV-1 el grado de infeccion fue
considerablemente menor (33.3%). Las ca-
bras del grupo control presentaron el nimero
mayor de 6rganos infectados (Cuadros 4 y 5).

CUADRO 3

Infeccion por Brucela en los grupos de cabras vacunadas con Rev-1, 899-B y controles
expuestos con Brucella melitensis cepa 53H38

NUm. total de anima

Ndmero de Cabras infectadas Cabras no p
Vacuna grupo animales con Brucela infectadas les mf(;)ctados
Rev-1 18 6 12 6/18 333
899-B 17 12 5 12/17 70.6
Controles 18 14 14/18 7.7

Rev. 1vs 899-B (X} = 6218 vs X5 = 3.84, G. L. = 1)

809-B vs Controles (X% = 3578 ve X o}, = 384, G. L. = 1)

CUADRO 4

Namero de 6rganos infectados en los grupos de cabras vacunadas con Rev-1, 899-B
y el grupo control, expuestos con B. melitensis cepa 53H38

Vacuna Rev-I Vacuna 899-B Controles
25! 0? 25t 42 25! 0?
27 0? 30 0 38 1
48 0 39 11 39A 19
55 1 48 1 39A 26
59A° 23 56 2 40A 11
60 0 59 0 41 0
62 5 60K° 21 48 1
67 0 67 0 55 0
73 0 68 4 55K 16
73 11 68 4 55 6
77 0 68 1 60A 19
83 2 71 0 71A 13
91 2 73K 2 73K 8
95 0 73 1 T7A 21
95 0 73KK 7 77K 18
102 0 91 4 95 2
102 0 102 0 96 2
102 0 102 0
; Dias transcurridos entre exposicion y sacrificio.
Organos infectados.
A: Aborto.
a: No se aislé Brucela.
b: Se aislé Brucella melitensis a partir de fetos abortados,
c: Se aislé Brucella melitensis a partir de las crias.
K: Cria.
KK: Gemelos.
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Al estudiar la leche y el exudado vaginal, se
aislé B. melitensis en 7 de 14 cabras con-
troles infectadas; mientras que fue imposible
aislar este germen, en las cabras vacunadas.
Se aisl6 cepa REV-1 a partir del higado de
la primera cabra sacrificada en el grupo co-
rrespondiente.

Se observé escasa relacion entre la presen-
cia de B. melitensis en los tejidos de las ca-
bras y la existencia de titulos positivos (1:40)
de aglutinacion en tubo (Cuadro 6). Sola-
mente una cabra vacunada con REV-1. que

por B. melitensis, parece ser que la vacuna
REV-1 reune las mejores cualidades. Esta
vacuna confiere buena inmunidad a los capri-
nos (Alton, 1959, 1961, 1966 y 1968; Elberg,
1959; Jones, Thompson y Alton, 1958; Mor-
gan et al.. 1966) y a los ovinos (Entessar et al.,
1967; Jones, Entessar y Ardalan, 1964; Orlov.
Ulasevich e Ivanov, 1965) los cuales resisten
la infeccidn con fuertes dosis de exposicién
y la inmunidad conferida dura por lo menos
4y 1/2 afios (Alton, 1968). En ocasiones, los
animales vacunados excretan el germen vacu-

CUADRO 5

Severidad de infeccion por Brucela entre los grupos de cabras vacunadas con 899-B
Kev-1y un grupo control, expuestas con Brucella melitensis cepa 53H38

Vacunadas con:
Rev-1 899-B Controles
Cabras infectadas 6/18 12/17 14/18
Cabras con infeccion
generalizada* 2/18 3/17 10/18

* _Sef cc%ngideré al animal con infeccion generalizada cuando se le encontraron seis 0 mas 6rganos
infectados.

CUADRO 6

Relacion entre los titulos finales de aglutinacion en tubo (1:40 o mayores) y la presencia
de Brucella melitensis en el estudio post-mortem, de cabras expuestas después de haber sido
vacunadas con Kev-1, 899-B y un grupo control

Cultivos positivos de B. melitensis

Cultivos negativos de B. melitensis

U&%nie en cabras con titulos en cabras con titulos
Igual o superior a Menor a Igual o superior a Menor a
1:40 1:40 1:40 1:40
Rev-1 4 12 0
899-B 1 10 2 5
Controles 9 1 4

presentd Brucela en sus tejidos, tenia titulos
bajos de aglutinacion, mientras que en 12
cabras de este mismo grupo, con titulos de
1:40 o superiores, no fue posible aislar el
germen. En los animales vacunados con 899-B,
sucedio lo contrario, ya que en 10 cabras con
titulos finales menores de 1:40, se aislé Bru-
cela de sus tejidos y solamente dos animales
de este grupo que presentaron titulos iguales
0 superiores a 1:40, fueron negativos al aisla-
miento del germen.

Discusion

De todas las vacunas producidas hasta aho-
ra para inmunizar cabras contra la infeccién

34

nal en la leche (Alton, 1967) lo cual podria
ser un problema para el consumo humano. Al
aplicarse la vacuna en animales que se en-
cuentran en cierta fase del periodo de ges-
tacién se produce aborto (Elberg y Meyer,
1958). Aparentemente estos factores no cau-
san diseminacion de la cepa entre los ani-
males (Neeman, 1968), ni producen rever-
sién de ésta a una mayor virulencia aun
bajo las condiciones mas severas (Alton,
Elberg y Dorothy Crouch, 1967; Elberg y
Faunce Jr. 1962). La eficacia de la vacuna
REV-1 para proteger cabras contra infeccio-
nes de B. melitensis, ha sido estudiada en mu-
chas partes del mundo, pero esto no se habia
realizado en América Latina, con excepcién
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de algunas pruebas de campo, muy limitadas,
que se efectuaron en Argentina (Szyfres et al.,
1962). Las pruebas descritas en este articulo
agregan a las evidencias ya existentes, datos
importantes sobre la eficacia de la vacuna
REV-1 en cabras.

Recientemente Ledn (1970) demostré que
la vacuna 899-D. es innocua en cabras y pro-
tege por lo menos durante dos afios. Ademas.
inform6 que las hembras gestantes pueden
vacunarse hasta 15 dias antes del parto sin
presentar aborto, pero los gérmenes pueden
ser eliminados en la leche. Sin embargo, es
necesario realizar mas estudios al respecto
para poder obtener mejores conclusiones, ya
que el nimero de animales utilizados en estu-
dios anteriores no permiten hacer compara-
ciones estadisticas. Los resultados ante la ex-
posicion, en los tres experimentos de la va-
cuna 899-B notificados hasta ahora, se inter-
pretaron de acuerdo a las reacciones serol6-
gicas y no se realizaron estudios bacteriol6-
gicos.

En nuestro trabajo, la vacuna REV-1, mos-
tro ser la mas efectiva para disminuir del ni-
mero de abortos e infecciones en crias recién
nacidas. La vacuna 899-B. redujo también el
grado de infeccion en abortos y crias pero en
menor proporcion. Se observd menor excre-
sion del agente patdgeno en leche y exudado
vaginal utilizando estas dos vacunas.

El anédlisis de los resultados mediante la
prueba de x% no mostrd diferencias estadis-
ticamente significativas (P < 0.05) con res-
pecto a infeccion entre los animales vacunados
con 899-B y los animales controles; mientras
que los resultados de las cabras vacunadas
con REV-1 mostraron diferencias estadistica-
mente significativas (P > 0.05). Por lo tanto,
la vacuna REV-1 confiri6 mejor protec-
cién contra la infeccion artificial por B. me-
litensis, con dosis de exposicion que infectd
a 14 de 18 animales controles. Ademas, dis-
minuyd considerablemente el nimero de abor-
tos y crias infectadas. Estos resultados se com-
paran favorablemente con otros citados ante-
riormente. (Alton, 1959, 1961, 1966; Elberg,
1959; Jones, Thompson y Alton, 1958.)

Le6n y Cano (1958) emplearon una por-
cion de polisacarido de B. melitensis adsor-
bida en hidréxido de aluminio y concluyeron
que la infeccion por B. melitensis, se encuen-
tra invariablemente acompafiada de un au-
mento en los titulos de las reacciones de aglu-
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tinacién con la consiguiente conversion sero-
l6gica de negativos a positivos, debido tanto
a la vacunacion como a la infeccién previa.
Nosotros no encontramos esta relacion, puesto
que la mayoria de cabras vacunadas con
899-B, que se infectaron con la cepa de expo-
sicion, presentaron titulos menores de 1:40
y solamente dos cabras de este grupo libres
del germen, tuvieron reacciones de aglutina-
cion mayores a éstos. En contraste, en el gru-
po de cabras vacunadas con REV-1. la ma-
yoria de los animales se encontraron libres
de la cepa de exposicion y tuvieron titulos de
aglutinacion iguales a 1:40 o superiores, mien-
tras que solamente en dos de las cabras infec-
tadas con dicha cepa, se observaron reaccio-
nes inferiores a 1:40.

Definitivamente los resultados seroldgicos
no son suficientes como criterio Unico al juz-
gar el estado de infeccién de un animal, pues-
to que es factible que animales que sufren
un aumento en los titulos de aglutinacién sean
negativos a la infeccién, mientras que otros
que no tienen elevacién en dichos titulos, pue-
den estar infectados.
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Summary

Fifty three granadine goats. 12 to 15
months ol d, primiparous, negative to both
plate and tube agglutination tests, were di-
vided in three groups: 18 goats received
Rev-1 vaccine subcutaneously, 17 goats re-
ceived 899-B vaccine by ccnjuntival route and
18 goats were used as non vaccinated controls.

One month after vaccination, all the goats
were breed. They were challenged with the
53H38 B. melitensis strain 73 days after vac-
cination. They were slaughterecl just after
abortion or normal parturition and the
isolation of the microorganism was attempted
from viscera and lymphatic nodes. Aggluti-
nation titers in Rev-1 vaccinated group were
higher and more stable than those of 899-B
group, which presented a higher incidence
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of animals with generalized infection, as
shown by the bacteriological studies. The
control group presented a higher incidence
of abortion and generalized infection.
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