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RESUMEN

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa que afecta a los bovinos, entre otras especies, ocasionando
importantes pérdidas por infertilidad. El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la vacunacion
contra brucelosis sobre la respuesta inmunitaria humoral en dos grupos de terneras de diferente edad, como tam-
bién precisar el grado de concordancia entre la prueba diagnéstica 2 mercapto-etanol (2-ME) y la polarizacién
fluorescente (FPA) en animales BPA positivos. El grupo 1 fue vacunado a los 3,5 y el grupo 2 a los 7,5 meses de
edad promedio. Los animales se sangraron mensualmente para determinar inmunoglobulinas IgM y/o 1gG, e IgG a
través de las pruebas de Wright y 2-ME, respectivamente. La concentracion sérica de inmunoglobulinas fue signi-
ficativamente superior en el grupo de terneras vacunadas a mayor edad en relacién a las mas jovenes. En terneras
BPA (+) FPA, dada su alta especificidad, revel6 un nimero de animales negativos significativamente superior a
los detectados por el 2-ME. Inesperadamente la presencia de animales positivos a FPA se mantuvo por méas de 90
dias en el grupo de terneras vacunadas a menor edad en relacion a las de vacunacién tardia, evidenciando un com-
portamiento de dificil explicacion.

Palabras clave: Brucelosis; Vacunacion; Respuesta humoral.

INTRODUCCION

La brucelosis es una de las principales zoonosis de origen bacteriano de importancia global, pudiendo ocasio-
nar enfermedad con una dosis tan baja de 10 bacterias®®. Es una enfermedad infecto-contagiosa causada por una
bacteria GRAM negativa que afecta a los bovinos, entre otras especies, ocasionando importantes pérdidas econé-
micas como consecuencia de infertilidad”*. La patogenicidad de la bacteria es muy compleja, pudiendo ademés
ocasionar infecciones congénitas, generando animales infectados persistentemente, de muy dificil identificacion
ya que no inducen respuesta inmune detectable’®. A pesar de las caracteristicas indeseables enumeradas, de su
condicién de zoonosis y de que existe un plan nacional de vacunacion y erradicacién de la enfermedad, la preva-
lencia colectiva en el rodeo bovino local ain continta siendo elevada, alrededor del 4-6%%. En ciertos paises
como Israel, Kuwait, Arabia Saudita, Brasil y Colombia la brucelosis es considerada una enfermedad re-
emergente™>. No obstante, existen numerosos ejemplos donde la seriedad en el desarrollo e implementacion de las
campafas de vacunacion han resultado en la erradicacion de la enfermedad, tal el caso de paises del norte de Eu-
ropa.

Datos del afio 2005 estimaron para La Pampa una poblacion bovina de 4.100.000 cabezas, y considerando,
por reglas naturales, que la mitad del rodeo son hembras, con un porcentaje de reposicion promedio de las explo-
taciones ganaderas del 20% contariamos con 410.000 animales en edad reproductiva, susceptibles a algin grado
de exposicion infecciosa. Samartino®, hall6 una prevalencia individual de brucelosis del 5%, hipotéticamente
20.500 hembras del rodeo provincial, solamente atribuible a esta enfermedad, podrian estar sufriendo algun grado
de infertilidad que se traduce en cuantiosas pérdidas productivas y econémicas para las explotaciones ganaderas.
En este simple planteo, no se incluyen los machos enteros y el potencial riesgo de infeccidn al personal que traba-
ja en estrecho contacto o hacen usufructo de ellos. Como resultado de este anlisis, surge la necesidad de informa-
cion cientifica que ayuden a comprender la compleja epidemiologia de esta enfermedad.

En areas donde la prevalencia de la enfermedad es moderada a alta, y el testeo y eliminacién de los animales
positivos se torna impracticable, la metodologia més adecuada es el uso de la vacuna para reducir y controlar la
enfermedad™. La vacuna de uso en la actualidad en Argentina es la cepa 19 de Brucella abortus, viva, de probada
efectividad y seguridad con una tasa de infeccién residual de 2-3 cada 100.000 terneras vacunadas®. Ante el desa-
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fio antigénico vacunal, se generan anticuerpos diagndsticos detectables por la prueba tamiz de uso oficial, Anti-
geno Buferado en Placa (BPA), y a medida que el animal crece, la concentracion sérica de anticuerpos disminuye,
dependiendo de la edad y via de administracion. La vacuna esté indicada para hembras prepaberes, puesto que la
vacunacion tradicional por via subcutanea en hembras sexualmente activas dificultaria el diagndstico diferencial
entre infeccion y vacunacion por la persistencia de los anticuerpos. Por razones practicas de manejo de las explo-
taciones ganaderas, el plan nacional contempla la vacunacion de todas las hembras entre los 3-8 meses de edad
con una dosis de 2 ml, que posee 15 x 109 a 30 x 109 células viables de S19 administradas por via subcutanea®.
Durante este amplio periodo de vacunacion de cinco meses coexisten importantes cambios en el desarrollo del
animal, que pueden afectar la respuesta inmunitaria contra la enfermedad. Existe escasa evidencia cientifica que
documente la influencia de la edad de vacunacién de las terneras en la persistencia de los titulos de anticuerpos
especificos. Solamente datos procedentes de estudios realizados en Estados Unidos durante la década del 60 de-
mostraron una relacién positiva entre persistencia de anticuerpos diagndsticos y edad de vacunacion de las terne-
ras*. A la fecha y sin el conocimiento de los autores, no existe evidencia cientifica local que documente la curva
de persistencia de anticuerpos en terneras vacunadas a diferente edad contra brucelosis bajo nuestras condiciones
de produccién.

El diagnostico de la brucelosis bovina en Argentina se basa en la prueba tamiz BPA y las pruebas confirmato-
rias en paralelo de Wright o seroaglutinacién en tubo y 2 Mercapto-etanol (2- ME). El fundamento de las pruebas
en paralelo radica en que Wright detecta mas eficientemente IgM, mientras que la especificidad en detectar IgG es
menor, por consiguiente la prueba no se utiliza sola, sino en combinacién con otros test como 2-ME?-8, Recien-
temente ha sido aceptada por la Organizacion Mundial para la Sanidad Animal la Polarizacién Fluorescente (FPA)
como prueba prescrita en el diagnostico de brucelosis para el transporte internacional de ganado™. Investigaciones
en diferentes paises, con sistemas productivos y especies diferentes como Argentina, México y Zambia, la sugie-
ren en reemplazo de otras pruebas diagndstica®**°. En nuestro pais, a través de la resolucion N° 438/2006 del
Servicio Nacional de Sanidad Animal (SENASA)® esta técnica ha sido incorporada como prueba confirmatoria
para el diagnostico de brucelosis, pero la informacion que se posee bajo nuestras condiciones y como prueba de
reemplazo del 2-ME es muy escasa.

MATERIALES Y METODOS

El proyecto se llevo a cabo en el establecimiento privado “Don Benjamin”, en la zona rural de Rancul, Pro-
vincia de La Pampa. El mismo esta declarado como establecimiento libre de brucelosis por el SENASA.

DISENO EXPERIMENTAL

4 Sesenta (60) terneras de raza britanica fueron identificadas individualmente y se asignaron por edad en dos
grupos de treinta (30) animales cada uno. Las terneras que integraron el grupo 1 (gl) se vacunaron por via
subcutéanea entre los 3,5-4,5 meses de edad, mientras que las que compusieron el grupo 2 (g2) se vacunaron
por la misma via entre los 7-8 meses de edad.

¢ Independiente del grupo, se extrajo una primera muestra sanguinea al momento de aplicar la vacuna y se con-
tinuaron por un periodo de 10 meses, a razén de una por mes a cada animal vacunado.

+ Un tercer grupo de treinta vacas adultas seronegativas a brucelosis se muestrearon por Unica vez, al promediar
el trabajo, constituyendo el grupo control negativo (Gcn).

¢ Vacuna contra brucelosis bovina: para ambos grupos se utiliz la vacuna de uso comercial del laboratorio
Agropharma (Serie 85, Vencimiento: Marzo de 2009), biol6gico elaborado con la cepa 19 de Brucella abor-
tus, conteniendo entre 15 x 109 a 30 x 109 células bacterianas en fase lisa por cada dosis de 2 mL.

4 Las muestras sanguineas se centrifugaron a 1500 rpm durante quince minutos para la obtencion del suero. El
mismo se almacend en tubos plésticos a -20°C para su posterior analisis.

¢ Las muestras fueron analizadas para la presencia o ausencia de anticuerpos contra brucellosis a través de la
prueba tamiz antigeno buferado en placa (BPA), y las confirmatorias de Wright o seroaglutinacién en tubo
(IgM e IgG) y 2-ME (1gG).

¢ Desarrollo de las técnicas:

Antigeno Bufferado en Placa - BPA: 80 microlitros de suero fue mezclado con 30 pL de antigeno e incuba-
do en una cdmara humeda durante cuatro minutos a temperatura ambiente, luego fue mezclado nuevamente e in-
cubado por cuatro minutos més hasta su lectura segtin se describe en Bovine brucellosis®.

Wright o seroaglutinacion en tubo: empleando una bateria de tubos, se colocaron los siguientes voliumenes
séricos: 0,08 mL, 0,04 mL, 0,02 mL, 0,01 mL y 0,005 mL. Luego se coloco 1 mL de solucion fisiolégica con
0,5%o de fenol y finalmente 1 mL de antigeno al 2% en solucion fisiologica, obteniéndose diluciones finales de
suero de 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 y 1:400. Los tubos se incubaron a 37° C durante 48 horas y se leyeron los resul-
tados como es descripto en Alton®,
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Mercapto Etanol - 2 M-E: empleando una bateria de tubos, se colocaron los siguientes volimenes séricos:
0,08 mL, 0,04 mL, 0,02 mL, 0,01 mL y 0,005 mL. A continuacion se colocé 1 mL de 2-ME 0,1 M y transcurrido
60 minutos se agregé 1 mL de antigeno al 2% obteniéndose diluciones de 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 y 1:400, se
agitaron y se incubaron a 37° C durante 48 horas para su lectura segiin Alton®.

Fluorescencia Polarizada - FPA: El test emplea un extracto del polisacarido O de la pared celular de Bruce-
Ila abortus que se conjuga con un marcador fluorescente, para la determinacién de anticuerpos especificos. En
detalle la prueba se basa en la rotacion aleatoria de las moléculas en solucion, siendo el tamafio molecular el prin-
cipal factor que influencia la velocidad, con una relacion de proporcionalidad inversa. Al afiadir el suero problema
para detectar la presencia de anticuerpos y agregar un antigeno de pequefio peso molecular marcado con un fluo-
rocromo, es posible determinar el tiempo de rotacion. La unién con el antigeno marcado provoca un descenso en
su velocidad rotacional, que puede ser medida ya que una molécula grande emite mas luz en un Unico plano que
una pequefia que gira mas deprisa y emite luz menos polarizada’®. La calibracion del equipo se realizé siguiendo
las recomendaciones del fabricante (Diachemix LLC, Illinois, USA) utilizando el control negativo del kit, con
valor de corte fijo.
¢ Anélisis estadistico:

Se determing el grado de asociacion entre la variable Grupo en cada nivel de la variable Control sobre la pro-
duccion de anticuerpos al menos a una prueba:

e Variable dependiente: Positivo al menos a una prueba (categoria: 0 = negativo, 1 = positivo).

e Factor: Grupo

e Estadistico: chi-cuadrado. Si el valor p de chi-cuadrado es <0,05 hubo asociacién significativa entre el

momento de vacunacion y la produccion de anticuerpos.

A continuacion, de los positivos detectados, se determiné si hubo asociacion significativa entre el tipo de an-
ticuerpos detectado y el grupo, en cada control:

e Variable dependiente: Positivo (categoria: 1 = Wright, 2 = 2-ME, 3 = ambos)

e Factor: Grupo

e Estadistico: chi-cuadrado. Si el valor p de chi-cuadrado es <0,05 hubo asociacién significativa entre el

momento de vacunacion y la produccion de anticuerpos.

Por ultimo, se evalud el efecto del tiempo en la produccion de anticuerpos

o Estadistico: se utilizo el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Si el valor p es <0,05 hubo diferencias

significativa en la produccién de anticuerpos en el tiempo.

RESULTADOS

Pruebas complementarias:
En las Figuras 1 y 2 se detallan las concentraciones sanguineas de inmunoglobulinas IgM
y/o 1gG, e inmunoglobulina G en terneras vacunadas a diferente edad, respectivamente.
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Figura 1. Resultados del Wright.
*Letras disimiles entre puntos y lineas indica diferencias estadisticas significativas
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Figura 2. Resultados del 2-ME *Letras disimiles entre puntos y lineas indica diferencias estadisticas significativas.

Las concentraciones de IgM y/o 1gG (p= 0,001) como solamente de 1gG (p= 0,009) fueron significativamente
superiores en el grupo de terneras vacunadas a mayor edad en relacion a aquellas inmunizadas mas jovenes, no
obstante la persistencia sérica de inmunoglobulinas no mostro diferencias entre ambos grupos.

Polarizacion fluorescente (FPA):

Al igual que las pruebas complementarias, la polarizacion fluorescente clasifica a los animales en positivos,
negativos o sospechosos a brucelosis. Al ser comparados los resultados de las pruebas de FPA con aquellos obte-
nidos a través de las pruebas complementarias, las diferencias halladas no fueron estadisticamente significativas
(p=0,7819). No obstante, en los casos de terneras positivas a BPA la prueba de FPA detecté un nimero superior
de animales negativos que las pruebas complementarias, indicativo de su alta especificidad.

Los valores de corte establecidos para FPA fueron: 65 - 94 mp, negativo; 95 - 104 mp, sospechoso; >105 mp,
positivo. Hasta un 25% de los animales vacunados, independientemente del grupo, fueron positivos a esta prueba
dentro de los 60 dias de la inmunizacion, para luego tornarse negativos a medida que nos apartamos de la fecha de
vacunacion. Tabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de animales sospechosos y positivos a FPA

Dias desde Grupo | Grupo 2
Vacunacion | Sospechosos Positivos Ne amimales | Sospechosos Positivos Ne animales
Dia 0 0.0 0.0 31 0,0 0.0 28
28 dias 16,7 13.3 30 16,7 25,0 24
59 dias 3.7 259 27 34.5 25.0 )8
89 dias 16,7 2000 30 24.1 10.3 28
127 dias 13.8 55 29 7,1 3.6 28
153 dias 13,8 35 29 4.4 0.0 23
182 dias 14,3 7.4 14 0,0 0.0 10
218 dias 0.0 7.4 14 0,0 0.0 11
280 dias (.0 0.0 10 0.0 0.0 10
DISCUSION

La brucelosis es una enfermedad de elevada y renovada notoriedad, siendo considerada por algunos paises
como una enfermedad reemergente®. En medicina general humana fue reclasificada como una zoonosis de impor-
tancia y se estan llevando a cabo grandes esfuerzos para deducir la compleja patogenia bacteriana. En medicina
veterinaria ain existen numerosos interrogantes sobre la confusa interrelacion bacteria - sistema inmunitario del
animal huésped. En respuesta a los objetivos planteados en el presente trabajo, y en concordancia con los primeros
datos reportados por King and Frank* las concentraciones séricas de inmunoglobulinas totales contra brucelosis
alcanzaron un pico al mes posvacunacion, para luego disminuir constantemente hasta hacerse imperceptibles, a las
pruebas convencionales, a partir de los nueve meses.

Pagina 4 de 6


http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982011000100002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#tab1
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982011000100002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#ref
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982011000100002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#ref

Sitio Argentino de Produccién Animal

Tanto la concentracién parcial como total de inmunoglobulinas fueron significativamente superiores en las
terneras inmunizadas a mayor edad (7 - 8 meses) en relacion a aquellas mas jovenes (3 - 5 meses). La vasta infor-
macion préctica, sin rigor cientifica, observada por veterinarios rurales concuerda con los resultados informados
en el presente trabajo, no obstante su significado aln es materia de especulaciones. Se presume que la mayor pro-
duccion de inmunoglobulinas, es consecuente a una superior respuesta inmunitaria por parte de los animales ma-
yores en relacion a los mas jovenes, ya que la edad de los animales fue la Gnica variable entre los grupos. Particu-
larmente la funcién de las inmunoglobulinas en la proteccion contra la infeccion por Brucella en bovinos es discu-
tida. Al inicio de la infeccion y/o vacunacion, como resultado de la estimulacion del sistema inmunitario predo-
mina la IgM, que opsoniza y favorece la eliminacion bacteriana por el accionar del complemento, no obstante a
medida que se incrementa la concentracion sérica de 1gG, disminuye el accionar bactericida del suero como con-
secuencia de la aparicién de subtipos de 1gG bloqueantes'-2-2, Este fenémeno, beneficiarfa la aparicién de infec-
ciones crénicas o incluso episodios de abortos, pero a su vez, como mecanismo de defensa, se favoreceria la in-
gestion bacteriana por las células fagociticas y se evitaria la eliminacion sérica masiva de bacterias con su conse-
cuente liberacion de endotoxinas®. Consecuentemente surgen ciertas preguntas que directamente no han sido res-
pondidas, es decir, la mayor concentracion de inmunoglobulinas sanguineas en los animales inmunizados a mayor
edad se correlaciona con un mayor grado de proteccion cuando el animal es adulto, luego de su tercera o cuarta
paricion, partiendo de la base que la produccion de 1gG tiene una relacion directa con la induccion de inmunidad
de base celular?.

Tal vez la mayor fortaleza de la prueba de polarizacién fluorescente (FPA) es la capacidad de diferenciacion
entre anticuerpos vacunales de aquellos de origen infecciosos, bajo el programa de vacunacion de terneras con la
cepa 1917. No obstante, también se destaca su elevada especificidad, simplicidad y rapidez en relacion a otros test
como ELISA competitivo o seroaglutinacion®®22-4-2 | os resultados hallados en el presente trabajo concuerdan
con los datos informados por Nielsen’®, en resumen, en casos de animales negativos a BPA, también lo son a las
pruebas de FPA y complementarias; pero si es positivo a BPA, FPA tiende a confirmar como positivos a menos
animales que las pruebas complementarias, esto es indicativo de su alta especificidad.

Teniendo en cuenta la capacidad de la prueba para diferenciar anticuerpos vacunales de infecciosos, una ob-
servacion negativa fue el hallazgo de animales positivos desde el mes y hasta los 218 dias pos vacunacion (Tabla
1). Por lo general, en los sistemas tradicionales de produccion de carne, estos animales no se muestrean porque
aun no han entrado en servicio (18 a 24 meses de edad), no obstante en aquellas explotaciones con servicio ade-
lantado de vaquillonas, complicaria la situacion epidemioldgica, y la ventaja de la FPA con respecto a las pruebas
convencionales (seroaglutinacion en paralelo con 2-ME) no seria tal. Sorprendentemente, las terneras inmunizadas
a mayor edad se tornaron negativas a la prueba de FPA 91 dias antes que aquellas inmunizadas a una edad menor
(Tabla 1). Indudablemente, la informacién documentada merita nuevos estudios.

CONCLUSIONES

# La concentracion serica de inmunoglobulinas totales (IgM y/o 1gG) y parciales (IgG) contra brucelosis fue
significativamente mayor en aquellas terneras inmunizadas a mayor edad en relacion a las mas jovenes.

¢ Siendo las terneras positivas a BPA, la FPA confirma como positivos a menos animales que las pruebas com-
plementarias, indicando una alta especificidad.

+ No es determinante la facultad atribuida a la polarizacion fluorescente en el hallazgo solo de anticuerpos de
origen infeccioso.

& Sera imperioso realizar nuevos estudios para determinar si el mayor titulo de IgG hallado en las terneras in-
munizadas a mayor edad se correlaciona con un mayor grado de inmunidad de base celular y de memoria.
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