DIFERENCIACION TEMPRANA DE OVEJAS VACUNADAS CON REV-1
A DOSIS REDUCIDAS EMPLEANDO ANTIGENO POLI B.®

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue demostrar que
mediante el empleo de antigeno polisacérido-
B en la prueba de inmunodifusiéon doble es
posible la diferenciacién temprana de las ove-
jas vacunadas con dosis reducidas de Rev-1
Br. melitensis.

Se utilizaron 30 ovejas mayores de dos afos

que se dividieron en tres grupos, de 10 borre- -

gos cada uno. Al grupo A se le aplict Rev-1 a
dosis 5x103UFC, el grupo B se inmunizé con
Rev-1 a dosis 1x105UFC y el grupo C fue el
testigo. La totalidad de los ovinos se muestrea-
ron los dias 0, 15, 30, 60, 90 y 120 posvacuna-
cibén; las pruebas serolégicas realizadas fue-
ron tarjeta, tubo, Coombs e inmunodifusién
doble, con antigeno Poli-B obtenido a partir de
la-cepa Rev-1 Br. melitensis.

En los grupos vacunados (A y B) al utilizar la
prueba con antigeno Poli-B se encontaron
ovejas positivas hasta los 30 dias posvacuna-
¢ién mientras que en las pruebas de aglutina-
cién persistieron ain a los 120 dias. En el
grupo testigo, no hubo reactores positivos en
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ninguno de los muestreos y bajo ninguna
prueba. La prueba de inmunodifusién doble
con Poli-B es (til para la diferenciacién tem-
prana de ovejas vacunadas con Rev-1 a dosis
reducida.

INTRODUCCION

Laafeccion por Brucella melitensis en
ovinos se caracteriza por afectar prin-
cipalmente a las hembras provocan-
doaborto y retencién placentaria, asi-
mismo en los machos c%lsa
problemas de tipo reproductivo.

En México se demostrd la presen-
ciade antlcuer;?os contra Br. meliten-
sis desde 1974, A partir de los expe-
rimentos de Neeman y Ulasevich que
demostraron la estabilidad de la cepa
Rev-1 al ser usada en ovinos® esta
vacuna se empezé a emplear para
proteger a los ovinos contra la bruce-
losis.

Al evaluar la inmunidad en ovinos
que proporciona la Rev-1 se observé
que fue satisfactoria®®

El uso de la dosis reducida de Rev-
1 en hembras adultas, elimina incon-
venientes que se presentarian con la
aplicacion de la dosis normal como
puede ser: aborto, eliminacién de la
cepa vacunal en leche y persistencia,
por largo tiempo, de los titulos serol6-
gicos posvacunales®. La dosis reduci-


http:15,30,60.90

da ha sido utilizada en forma masiva
en caprinos y ovinos en israel, con
resultados alentadores'? y la persist-
encia en cuanto a los titulos serologi-
cos posvacunales de_Rev-1, de alre-
dedor de 13 semanas’.

Entre las bases generales para el
control y prevencion de la brucelosis
se encuentra la identifiacién y separa-
cién o eliminacion de los animales
infectados, aunado ésto a los progra-
mas de vacunacion. En la brucelosis
en particular es necesario distinguir
entre anticuerpos (Ac) por infeccion
natural y los Producsdos por reciente
vacunacién’

El antigenc Poli-B precipita en la
prueba de inmunodifusion radial {IDR)
con sueros de bovinos infectados pe-
ro no con los sueros de animales va-
cunados. La prueba de IDR con el
antigeno Poli-B puede ser aplicada a
sueros de animales que recien han
sido vacunados dando negatividad, o
que no se presenta con otras pruebas
serodiagndsticas de rutina, ya que las
aglutininas pasvacunales y anticuer-
pos fijadores de complemento aln
estan presentes, por esta razon, exis-
te un gran namero de reactores posi-
tivos en dichas pruebas®.

Enlos caprinos la prueba de Inmu-
nodifusion dobie {(iDD) con Poli-B per-
mite la diferenciacién de los anticuer-
pos posvacunales en las pruebas de
aglutinacién y fijacion de complemen-
to de animales vgcunados con Rev-1
a dosls reducida®. En cabras revacu-
nadas con dosis reducida de Rev-1 la
prueba de IDD con Poli-B deja de
encontrar positivos a los 45 dias pos-
vacunacion a diferencia de la fijacién
de complemento que dé positivos aln
alos 220 dias posteriores ala vacuna-
cion ™, En cuanto al uso de Poli-B
obtenido de la cepa Rev-1 Bru geila
melitensis, Ontiveros y Tenorio'® no-
fifican su efectividad en el diagnéstico

de la brucelosis bovina; asimismo, se
ha observado que el Poli-B producido
con Rev-1 fué (til para el dla%néstlco
de la brucelosis en cabras™

En una comparacién entre el Poli-
B producido usando diferentes cepas
de Br. melitensis se encontrd que la
cepa Rev-1 y 16 M fueron méas ade-
cuadas para la obtencién de ese anti-
geno, ya que el rendimiento en mi-
croorganismos (ug) obtenido a partir
de éstas, fue casi tres veces mayor
que el de la cepa B-115°.

El objetivo fue demostrar que me-
diante el empleo del antigenc polisa-
carido-B, en la prueba de IDD es po-
siblela diferenciaciéntempranadelos
anticuerpos posvacunales en las ove-
jas inmunizadas con dosis reducidas
de Rev-1 Bruceila melitensis.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron sueros obtenidos de 30
ovejas hembras mayores de dos
afos, provenientes de un rebario ubi-
cado en el municipio de Zumpango,
Estado de México; estos animales se
dividieron aleatoriamiente entres gru-
pos: grupo A formado por 10 ovejag
vacunadas con una dosis de 6x10

UFC de Rev-1 Br. melitensis; grupo B
integrado por 10 ove]as inmunizadas
con una dosis de 1x10° UFC de Rev-1

Br. melitensis y por Uitimo, el grupo C
fue constituido por 10 ovejas gue no
recibieron tratamiento. Ademds se uti-
lizaron dos cuyes inoculados con Br.
melitensis para la produccion del an-
tisuero, usado como control positivo.
La vacuna Rev-1 fue producida por la
productora Nacional de Biologicos
Veterinarios (PRONABIVE); para ob-
tener la daosis reducida se realizé un
conteo de colonias y a partir de este
se realizaron diluciones con solucién
buffer en fosfatos hasta liegar a los
titulos mencionados, la via de inocu-



lacion fue subcutanea.

Alatotalidad de los animales seles
realizé muestreos serologicos, el dia
de la vacunacion y posteriormente los
dfas 15, 30, 60, 90 y 120.

Atodos los sueros selesrealizélas -

siguientes pruebas seroldgicas, se-
gun_la técnica descrita por Altén y
Col®, con el fin de determinar la pre-
sencia de anticuerpos contra Bruce-
fa.

1) Prueba de tarjeta.

iy Prueba de aglutinaciéon lenta en
tubo.

i) Prueba de Coombs (PC).

iv) IDD con polisacérido-B obtenido
de la cepa Rev-1 Br. melitensis.

Los antigenos usados para prueba
de tubo y tarjeta se obtuvieron de
PRONABIVE y la antigamagtobulina
para fa prueba de Coombs fue prepa-
rada en el Proyecto de Enfermedades
Bacterianas de los Rumiantes de! CE-
NiID-Microbiolog(a.

El antigeno Poli-B se obtuvo a par-
tir de un cultivo de 48 horas de la cepa
Rev-1 de referencia utilizando acido
tricloracético 0.5 M para la extraccion
del antigeno y etanol frio al 95% para
una precipitacion, S|gmendo la técni-
ca descrita por Diaz y Col®; la cuanti-
ficacion del Poli-B contenldo en cada
ml de solucién se realiz6 de acuerdo
a !a tecmca descrita por Dubois y
Col'lenla que se determina la canti-
dad de carbohidrato por referencia a
una curva estandar de glucosa, las
lecturas fueronrealizadas en el espec-
trofotometro Spectronic-20 de
Bausch & Lomb con una longitud de
onda 420 nm. Todas las determinacio-
nes se realizaron por duplicado.

En la prueba de IDD se utilizd el
antigeno Poli-B a una concentradcion
de 160 ug/ml. El andlisis estadistico
parala comparacion de el nimero de

reactores positivos por dias de mues-
treo entre las diferentes pruebas sero-
légicas, fue realizado utilizando Ji
cuadrada

RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 1 y la Gréfica 1 presentan
los resultados obtenidos en las prue-
gas serologicas realizadas a las Qve-
jas vacunadas con la dosis 5x107, se
puede apreciar que los titulos posva-
cunales persisten hasta los 120 dias
para la prueba de Coombs y a los 90
dias para la de tubo, mientras que las
pruebas de tarjeta e IDD presentan
positivos sélo a los 30 dfas de posva-
cunacién, entre estas dos Ultimas
pruebas es ligeramente menor el ni-
mero de reactores para IDD.

El Cuadro 2 y la Grafica 2 muestran

"los resultados de las pruebas serolé-

gicas practicadas a las ovejas vacu-
nadas con la dosis 1x10”, se puede
observar que los tltulos posvacunales
se presentan aln a los 120 dfas para
la prueba de Coombs y a los 90 dias
para la prueba de tubo; en la prueba
de tarjeta desaparecen los reactores
a los 90 dias mientras que en IDD con
Poli-B se presenta s6lo el 30% de po-
sitivos a los 30 dlas y a los 60 dias ya
no se observa ningun positivo.

En el grupo testigo, no hubo reac-
tores positivos en ninguna de las
pruebas diagnostivas y en ningunode
los muestreos realizados. Los sueros
de los dos animales utilizados como
control positivo presentaron la linea
de precipitacion caracteristica para la
pruebade IDD y las reacciones carac-
teristicas de las pruebas de aglutina-
cion.

Los resultados del analisis estadis-
tico se presentan en los Cuadros 1y
2. Para las ove]as vacunadas con la
dosis 5x10° se observa que la prueba
de iDD presenta diferencia significati-



CUADRO 1. RESULTADOS EXPRESADOS EN PORCENTAJE DE LOS TITULOS SEROLOGICOS
~ POSVACUNALES EN PRUEBAS DIAGNOSTICAS PRACTICADAS A 10 BORREGAS
ADULTAS VACUNADAS CON UNA DOSIS 5x103 DE REV 1 BR. MELITENSIS.

DIAS POSVACUNACION
PRUEBA SEROLOGICA. 0 15 30 60 90 120
TARJETA . 100% 60* 75% 1007 100* 1007
+ - 40 25 - - -
- 1000 30° s0° 85" g5  100°
1:25 - a5 45 15 5 -
TUBO 1:50 - 15 5 - - -
1:100 - 10 . . -
1:200 - - - - - -
100° 15° 20° 70° 85° gs5°
1:25 - 30 55 20 10 5
COOMBS 1:50 . 45 25" 10 5 -
1:100 . 10 - - - -
1:200 - - - - - -
IDD Poli-8 - 100° e5° 80° 100  100° 100°
+ . 35 20 . -

a, b, ¢. Diferente literal muestran diferencia estadistica (P <0.05).



CUADRO 2. RESULTADOS EXPRESADOS EN PORCENTAJE DE LOS TITULOS SEROLOGICOS
POSVACUNALES EN PRUEBAS DIAGNOSTICAS PRACTICADAS A 10 BORREGAS
ADULTAS VACUNADAS CON UNA DOSIS 1x105 REV 1 BA. MELITENSIS

DIAS POSVACUNACION
PRUEBAS SEROLOGICAS 0 15 30 60 90 120
TARJETA - 100% 60% 752 100% 100° 100°
+ - 40 25 o’- . .
- 100°  30° so° 85° g5%  100°
1:25 - 45 45 15 5 .
TUBO 1:50 . 15 5 - . .
1:100 . 10 . . . -
1:200 - - - - - -
100*  15° 20° 70° 85° gs5®
1:25 . 30 55 20 10 5
COOMBS 1:50 . 45 25 10 5 .
1:100 - 10 - . - -
1:200 - - - - - -
DD Poli-B - 100* 658 80°% 100° 100% 100%
+ - 35 20 - . .

a, b, c. Diferente literal muestran diferencia estadistica (P <0.05).




va (P <0.05) en cuento ala presencla
de reactores positivos con respecto a
las pruebas de tubo y de Coornbs,
mas no se aprecia diferencia estadis-
tica al compararla con la prugba de
tarjeta (P >0.05).

Enlos resultados del andlisis esta-
distico entre las pruebas diagndsticas
en Ias ovejas vacunadas con la dosis
1x10° se puede resaltar que la prueba
IDD presenta diferencia estadistica
(P <0.05) los dfas 15, 30 y 60 posva-
cunacion, con respecto a todas las
otras pruebas.

Blasco y Col* vacunaron borregas
gastantes con una dosis 6x108 UFC
Rev-1, observando que a los 154 dias
posvacunacién a la prueba de tarjeta
se encontré un 15% de positivos”,

Los resultados del presente traba-
jo difieren notablemente conlos datos
antenores pero ésto debe atribuirse a
que '~ osis utilizada por Blasco Col*
esta muy cerca de ia dosis normal
1%10” utilizada para la vacunacion de
tres a seis meses de edad y no reco-
mendada para ani maies adultos.

Crowther y col’ vacunaron dos
grupos de borregas adultas con dos
drferentes dosis de Rev-1, 1x10° y
1x10° UFC; utilizaron las pruebas de
aglutinacién rutinarias y fijacién de
complemenio para observar la res-
puesta a la vacunacién, encontraron
que en ambos casos la persistencia
de anticuerpos fue hasta los 91 dias
posvacunacién, coinciden estos da-
tos con los del presente trabajo,en lo
referente a las pruebas de tubo y tar-
jeta’.

Utilizandola prueba de Coombs se
encontré una mayor cantidad de reac-
tores positivos, fa respuesta posvacu-
nal se observd hastalos 120 dfas, ésto
puede ser atribuido a que Coombs
prasenta mayor sensibilidad que otras
pruebas’.

Al comparar los resultados de las

pruebas serolégicas entre las dos do-
sis no se encontré diferencia en cuan-
toa persistencia de titulos posvacuna-
lesala prueba de Coombs, tubo e iDD
y séio se present6 diferencia en la
prueba de tarjeta, donde a dosis ma-
yor los reactores desaparecieron has-
ta los 90 dias a diferencia de la dosis
menor que solo se presentaron a los
30 dias.

La prueba de IDD con antigeno
Poli-B, no habia sido utilizada en ovi-
nos, pero en base a los resultados de
estetrabajo se observa que esta prue-
ba presenta positividad hasta los 30

-dias, mostrando que todos los ovinos

vacunados con dosis reducidas de
Rev-1 se encuentran negativos con
IDD a los 60 dias posvacunacion.

CONCLUSIONES.

La vacunaciéon con dosis reducidas
5x10° y 1x10° de Rev-1 Br. melitensis
provocan una buena respuesta hu-
moral ensovejas adultas.

La prueba de IDD, utilizando el an-
tigeno Poli-B, encuentra positivos a
los 30 dias de posvacunacion siendo
por lo tanto la mejor prueba para la
diferenciacidn temprana de ovejas va-
cunadas con Rev-1 a dosis reducida,
ya que las pruebas de aglutinacién
dan reaccion posvacunal de 90 a 120
dias.
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SUMMARY

This study was carried outto demonstrate, that
employing the polysaccharide B antigen in the
double inmunodiffusion test, it is possible to
differentiate prematurely the sheeps vaccina-



ted with reduced dose of Rev 1 Br. melitensis.
Thirty sheeps up two years old were used.
They were divided in three groups, of ten
sheeps each. Group A was vaccinated with a
Rev 1 dose of 5x103 UFC, group B, was inmu-
nized with a Rev 1 dose of 1x105 UFC, and
group C was the control. All the sheeps were

tested the days 0, 15, 30, 60, 90 and 120 after -

vaccination. The serologic tests realized were:
card, tube, Coombs and double inmunodiffu-
sion with poli-B, obtained from the Rev 1 Br.
melitensis strain.

Using the test with poli-B antigen it was found
positive sheeps in the groups A and B until 30
after vaccination. In the aglutination tests, the-
re were sefopositive until 120 days. In the
control group, there were not positive reac-

tions in any test.The double inmunodiffusion.

with reduced dose of Rev 1 from animals na-
turally infected.
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