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ANTIGENICIDAD CRUZADA EN BRUCELOSIS BOVINA

Crossantigenicity in Bovine Brucellosis

RESUMEN

Con el objetivo de determinar la posible induccién de
reacciones antigénicas cruzadas, se usaron 40 machos
vacunos enteros enire 12 - 14 meses de edad probados
serolégicamente libres de Brucelosis (sin titulos); dichos
animales fueron distribuidos al azar en 4 grupos de 10
individuos cada uno, a los cuales se les aplico los siguientes
tratamientos: Levamisol 7.5% en dosis inmunomoduladora,
Bacterina  Triple Concentrada (Clostridium  chauvoel,
Clostridium septicum y Pasteurella multocida), Vacuna
Anti-Aftosa oleosa (serotipos O1 y Azs), y control. A los 30, 60 y
90 dias postratamiento se practicaron las pruebas Aglutinaciéon
Répida en Placa (ARP), Aglutinacion Lenta en Tubo (ALT), y
2-Mercaptoetanol (ME). Se observo la aparicion de animales
con titulos (reactores) en todos los grupos y fechas, cuyos
titulos fluctuaron a lo largo de todo el ensayo, especificamente
en las pruebas ARP y ALT. Ningun animal reaccioné al ME. No
hubo diferencia significativa (P> .05) entre ninguno de los
tratamientos y la aparicién de reactores. Se concluye que los
tratamientos aqui probados no inducen la aparicién de
reacciones antigénicas cruzadas en las pruebas para el
diagnédstico de Brucelosis Bovina.
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ABSTRACT

To determine the possible induction of crossantigenicity
reactions, forty [40] non castrated bulls between 12 and 14
months age and tested serologicaly free of Brucellosis (without
tittles) were assigned in groups of 10 each one to four
treatments: Levamisole 7.5% in immunemodulator doses;
Concentrated Triple Bacterin  (Clostridium  chauvoei,
Clostridium septicum, Pasteurella muitocida); foot and mouth
disease oil vaccine (serogroups O1 and A24) and control. Slide
Agglutination Test (SAT), Tube Agglutination Test (T£T), and
2- Mercaptoetanol test (ME) were performed 30, 60 and 90
days after treatment. Animals with tittles (reactors) were seen
in each group and date, these tittles fluctuated through the
assay, specially in SAT and TAT. None animal was reactor in
ME. There was not significant association (P> .05) between
any treatment and reactors. It was concluded, that the
treatments here employed do not induced the apparition of
crossantigenicity reactions in the tests for diagnosis Brucellosis
Bovine.
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INTRODUCCION

La Brucelosis bovina o Enfermedad de Bang, es una en-
fermedad infecciosa zoondtica que afecta primariamente a bo-



Antigenicidad cruzada en brucelosis bovina / Hoet, A. y col.

vinos, cabras y cerdos. Es causada por una bacteria patégena
intracelular del género Brucella. Generalmente se manifiesta
en hembras con abortos a partir del Gltimo tercio de la gesta-
cién, retencién placentaria, metritis, lesiones localizadas en va-
rios tejidos e infertilidad. No obstante pueden aparecer con fre-
cuencia vacas infectadas asintomaticas que suelen abortar
sélo una vez dando posteriormente becerros débiles e infecta-
dos, los cuales permanecen indetectados hasta la pubertad
representando una fuente constante de infeccion [5,7,15]. En
machos, con igual riesgo de infeccion é;ue las hembras, la en-
fermedad cursa con inflamacién de érganos genitales y glan-
dulas sexuales anexas, lo que compromete seriamente su fer-
tilidad [1].

La Brucelosis es de cardcter prevalente en la mayoria de
los paises del Mundo, causando elevadas pérdidas econémi-
cas [5], al respecto Hoet [7] calculé las perdidas ocasionadas
por un aborto bruceloso en el orden de Bs. 319.000 (U.S
$ 1.822) considerando el valor del becerro, lactancia y otros
costos inherentes al manejo. Ello hace de esta enfermedad
una de las mayores prioridades en investigacion, especiaimen-
te en América Latina, donde la prevalencia es tradicionalmente
alta. Para el caso venezolano, en la regidn zuliana del Munici-
pio Rosario de Perija [16] reportan que la gran mayoria de las
fincas presentan antecedentes de brucelosis y abortos, poca o
ninguna eliminacion de hijas de vacas brucelosas, asi como
una alta proporcién de fincas reaccionantes a la Prueba del
Anillo (Ring Test), sefialando acerca de la posibilidad de infec-

_ciones latentes en algunos animales.

Como célula bacteriana la brucella puede ser dividida en
varias fracciones, todas mayoritariamente antigénicas, en don-
de la fraccion lipopolisacérida (LPS) de la pared celular es el
principal elemento antigénico activo que a su vez es usado
para diferenciar las cepas de brucelas lisas, rugosas y muco-
sas [3, 6, 21].

El antigeno inmunodominante de la mayoria de las ce-
pas de campo de Brucella abortus (cepas lisas), es el lipopoli-
sacarido s-LSP, especificamente en su fraccion denominada
cadena O, cuya composicion quimica es N - ACETIL - 4 - AMI-
NO - 4.6 DIDEOXI - D - MANOSA, compuesto que ha sido res-
ponsabilizado de las reacciones cruzadas que con frecuencia
se producen entre brucella y una gran cantidad de bacterias
generaimente GRAM negativas que poseen afinidad bioquimi-
ca [3].

Para el diagndstico de esta enfermedad se ha venido
usando una serie de pruebas serolégicas convencionales
(Aglutinacion Rapida en Placa (ARP), Aglutinacion Lenta en
Tubo (ALT)) y complementarias (2 - Mercaptoetanol (ME),
Card Test o Rosa de Bengala, Rivanol, Prueba del Anillo) [4],
asi como otras mas sofisticadas y de mayor confiabilidad como
Fijacion de Complemento y ELISA [21]. Destacando que en
Venezuela el diagndstico oficial de Brucelosis se realiza a tra-
vés de las pruebas ARP, ALT, y ME. [9].

En los Gltimos afos se han presentado dificultades con
las pruebas convencionales debido al tipo de antigeno que uti-
lizan (células bacterianas completas o extractos celulares cru-
dos), dada la fuerte tendencia de éstos a formar complejos
inespecificos (reacciones cruzadas) que redundan en la apari-
cién de falsos positivos [2, 3, 5, 10, 12]. Tales reacciones se
encuentran con cierta regularidad en los test de aglutinacion y
hemaglutinacion indirecta, siendo estos resultados rara vez
confirmados mediante otros test serolégicos [18].

La aparicién de falsos positivos radica en la existencia
de otras fuentes inductoras de anticuerpos distintas a Brucella
abortus, que reaccionan contra la s - LPS de la pared celular
presente en los antigenos cominmente usados en las pruebas
diagndsticas antes mencionadas [5, &, 15, 18, 21].

Fuentes inductoras de falsos positivos por la via de la re-
accién antigénica cruzada han sido reportadas ampliamente en
la literatura, entre ellas se encuentran: E. coli 0:157, E. coli
0:118, Yersinia enterocolitica O:9, Vibrio cholerae, Salmonella
kauffman - white, Salmonella landau, Salmonella godesberg,
Francisella tularensis, Campylobacter foetus, Leptospira hard-
jo, Leptospira pomona, Pseudomona aeruginosa, Moraxella
bovis y Pasteurella sp. [3, 5, 8, 11, 12,.19, 20, 21].

También es reportada la aparicién de falsos positivos de-
bido a la produccién de anticuerpos naturalés o normales, ge-
nerados por actividad antigénica de tipo heterdloga la cual se
incrementa con la edad [18, 21].

Una tercera fuente de aparicion de falsos positivos es
sefalada por Parez y Guerin [13], quienes tratando de explicar
repentinas e inesperadas reacciones serolégicas positivas en
toros y machos cabrios aislados en centros de produccion de
semen concluyeron que, tales reacciones obedecieron al uso
de jeringas contaminadas con vacuna contra brucelosis. Esta
situacion representa un caso tipico de malas practicas de ma-
nejo, por lo que es frecuentemente sugerido la esterilizacion
con calo- de las jeringas usadas en la vacunacion con Cepa -
19, si es que se prevé su uso continuado en las explotaciones.

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la po-
sible induccién de reacciones antigénicas cruzadas, en las
pruebas de diagnostico de Brucelosis Bovina, mediante la utili-
zacién de drogas de efecto inmunomodulador. come el Clorhi-
drato de Levamisol [14], y de productos bioldgicos como: Bac-
terina Triple (Clostridium chauvoei, Clostridium septicum y
Pasteurella multocida) y vacuna conira Fiebre Afiosa (04 - Apy)
en presentacién oleosa.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

El ensayo se desarrollé en un area sector denomina-
do El Mecocal, Municipio Miranda, Estado Zu Venezuela, la
cual se describe ecologicamente como Eos muy Seco Tro-

pical. El drea estuvo despoblada de anima S granja por un

LI



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. VII, N2 1, 5-12, 1997

lapso mayor de 5 afos. Adicionalmente se usé la quema con-
trolada de corrales y potreros a fin de garantizar la ausencia de
fuentes de infeccidn.

Grupo Experimental y Manejo

Estuvo conformado por un total de 40 machos vacunos
enteros, con edades comprendidas entre 12 - 14 meses. To-
dos los animales recibieron el mismo manejo y alimentacién,
que consistid en pasto guinea (Panicum maximum) a nivel de
potreros. El agua de bebida fue suministrada a través de un
tanque previamente acondicionado.

El rebafio fue organizado en 4 grupos al azar, de diez
(10) animales cada uno. Todos los animales fueron diagnosti-
pados libres de brucelosis (sin titulos) previamente al ensayo,
mediante las pruebas: Aglutinacién Répida en Placa, Aglutina-
cion Lenta en Tubo, y 2 - Mercaptoetanol.

Tratamiento

Una vez conformados los cuatro grupos, fueron aplica-
dos los siguientes tratamientos:

a) Grupo A: vacuna oleosa contra fiebre aftosa (Aftovac B®)
serotipos 01 - A24; 5 cc via intramuscular, una sola do-
sis.

b) Grupo T: bacterina triple (Bacterina Triple Concentra-
da®): Clostridium chauvoei, Clostridium septicum y Pas-
teurella mulfocida, 2 cc via subcutanea, una sola dosis.

c) Grupo L: se les colocd una dosis inmunomoduladora de
clorhidrato de levamisol (Ripercol 7.5%®) de 3 mgs/kg
p.v. via intramuscular, una sola dosis.

d) Grupo C: no se les colocé ningln tratamiento biolégico o
droga. Conformaron el grupo control.

Todos los grupos tuvieron el mismo manejo zootécnico.

Pruebas diagnésticas

A cada grupo se le realizé un conjunto de pruebas diag-
nosticas para brucelosis a los 30, 60, y 90 dias posteriores al
tratamiento; éstas fueron: Aglutinacién Rapida en Placa (ARP),
Aglutinacién Lenta en Tubo (ALT) y 2 - Mercaptoetanol (ME)
[4].

Todas las pruebas fueron acompafadas de sueros con-
troles positivo y negativo, siendo procesadas en el laboratorio
de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciencias Vete-
rinarias de la Universidad del Zulia.

Cuando los sueros presentaban titulos se procedia a
confirmarlos repitiendo las diferentes pruebas.

Procesamiento y analisis de datos

A objeto de recopilar los resultados en el laboratorio se
disend una tabla general para tal efecto.

Una vez culminada la recoleccidén de datos se procedio a
clasificar a los individuos como machos sin titulos (No Reacto-
res)(NR) y con titulos (Reactores) (R) [21], para cada trata-
miento y periodo, usando para ello la relacion de los resultados
de las pruebas ARP y ALT; tal y como se expresa en la TA-
BLA 1. En los casos en que los titulos variaban en una sola di-
lucién entre las dos pruebas, se tomaban los resultados de la
ALT como definitivos, ya que entre ambas la prueba lenta es la
maés especifica y sensible [21]. Si la diferencia era més de dos
diluciones se eliminaba la muestra [21].

TABLA |

CLASIFICACION DE LOS MACHOS SIN TITULOS (NO REACTORES) Y CON TITULOS (REACTORES) EN BASE A LOS
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS ARP Y ALT

Resultados
ARP ALT Final Clasificacion Diagnostico
- - - No react. Negativo
1 1/25 = - No react. !
+ 1/25 - - No react. !
+1/25 | 1/25 1 1/25 React. 1/25 ¢
+ 1/25 +1/25 +1/25 React. 1/25 ’
11/50 +1/25 +1/25 React. 1/256 !
+ 1/50 +1/25 +1/25 React. 1/25 !
+ 1/50 11/50 1 1/50 React. 1/50 Sospechoso
+1/50 + 1/50 + 1/50 React. 1/50 '
11/100 +1/50 + 1/50 React. 1/50 "
+1/100 + 1/50 + 1/50 React. 1/50 ‘ '
+1/100 11/100 11/100 React. 1/100 Positivo
+1/100 +1/100 +1/100 React. 1/100 :




Antigenicidad cruzada en brucelosis bovina / Hoet, A. y col.

Posteriormente dichos resultados seroldgicos eran inter-
pretados usando las Tablas Internacionales para bovinos no
vacunados [4], TABLA I.

De esta manera se simplifico los datos para poder deter-
minar méas facimente si los tratamientos inducian la aparicién
de titulos de anticuerpos (animales reactores) contra Brucello-
sis en animales sanos, y si en base a esos titulos podrian ser
considerados negativos, sospechosos o positivos a la enfer-
medad.

Los datos obtenidos fueron analizados por distribucion
de frecuencias y por el método estadistico JI2 (Chi - cuadrado),
para lo cual se empled el paquete estadistico computarizado
SAS [17].

RESULTADOS

Grupo A: (Tratamiento Aftosa)

Los resultados obtenidos para el grupo tratado con vacu-
na oleosa contra aftosa se muestran en la TABLA Il

Se observé dos (2) reactores a los 30 dias postratamien-
to; uno sospechoso, el cual posteriormente no presento titulos
a los 60 y 90 dias consecutivamente; y otro que se clasificé
como reactor negativo, el cual se mantuvo reaccionando a los
60 dias y 90 dias.

Es importante sefhalar que todos los animales salieron
negativos al 2-Mercaptoetanol durante todo el ensayo.

Grupo T: (Tratamiento Bacterina Triple)

Los resultados obtenidos para el grupo tratado con Bac-
terina Triple se muestran en la TABLA IIL. ‘

A los 30 dias se observan dos (2) animales reactores
(con titulos), pero negativos serolégicamente a la enfermedad.
El primero mantuvo sus titulos a los 60 y 90 dias como reactor
negativo; en cambio el segundo no volvié a presentar titulos
(No Reactor).

A los 60 dias postratamiento se detectdé un (1) nuevo
animal reactor negativos, el cual a los 90 dias le desaparecen
los titulos.

TABLA II

COMPORTAMIENTO SEROLOGICO DEL GRUPO A

N¢ Animales 30 dias 60 dias 90 dias
157 NR NR NR
56 NR * *
145 NR NR NR
100 NR NR RNb
114 RNP RNP RNb
45 NR NR NR
93 NR NR NR
104 NR NR NR
105 RS2 NR NR
107 NR NR NR
NR = No Reactor. RS* = Reactor. Sospechoso. RNP = Reactor Negativo. * = Muestra perdida. *
TABLA 1l
COMPORTAMIENTO SEROLOGICO DEL GRUPO T
N2 Animales 30 dias 60 dias 90 dias
101 NR NR NR
163 NR NR NR
166 NR NR NR
191 NR RNb NR
530 NR NR NR
53 RNa RNa RNa
110 NR NR NR
40 NR NR NR
172 RNa NR NR
109 NR NR NR

NR = No Reactor. RN® = Reactor Negativo.
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TABLA IV

COMPORTAMIENTO SEROLOGICO DEL GRUPO L

N2 Animales 30 dias 60 dias 90 dias

170 RSa2 RNb NR

135 NR NR NR

122 NR NR NR

293 NR NR NR
0189 NR NR NR
169 NR RNP NR
92 RS2 RSa RNP

39 NR NR NR

* 159 RNbP NR NR
26 NR NR NR

NR = No Reactor. RS® = Reactor Sospechoso. RN® = Reactor Negativo.
TABLA V
COMPORTAMIENTO SEROLOGICO DEL GRUPO C
N2 Animales 30 dias 60 dias 90 dias

91 NR NR NR

71 NR NR NR

60 NR NR NR

21 NR NR NR

133 NR NR NR

15 NR RNa RNa

190 RNa NR NR

148 NR N NR

94 NR RNa NR

119 NR NR NR

NR = No Reactor. RN? = Reactor Negativo.. * = Muestra perdida.

No aparecieron nuevos animales reactores a los 90 dias;
destacando que todos los animales salieron negativos al 2-
Mercaptoetanol a lo largo del ensayo.

Grupo L: (Tratamiento Levamisol)

Los resultados obtenidos para este grupo se muestran
en la TABLA IV.

A los 30 dias postratamiento se detectaron tres (3) ani-
males reactores, dos (2) sospechosos y uno (1) negativo a
brucelosis segln las pruebas; los dos primeros a los 60 dias
seguian reaccionando, pero uno era considerado negativo,
mientras que el otro se mantenia como sospechoso; y el tercer
animal no presentd titulos. A los 90 dias sélo uno de los ante-
riores se mantuvo reaccionante.

Igualmente un (1) nuevo reactor negativo aparecio a los
80 dias; pero no asi a los 90 dias. También en este grupo nin-
gun animal salié positivo al 2-Mercaptoetanol.

Grupo C: (Control)

Los resultados obtenidos para este grupo se offrecen en
la TABLA V.

En este grupo no debidé aparecer reactores, sin embargo
a los 30 dias se detectd un (1) animal reactor negativo, cuyo ti-
tulo no perdurd a los 60 y 90 dias. Igualmente, a los 60 dias
aparecieron dos (2) nuevos reactores negativos, de los cuales
uno reacciond a los 90 dias, mientras que el otro no.

Proporcién de Reaccionantes

Tales valores se muestran en la FIGURA .

Para el lapso comprendido entre 0 - 30 dias, 8 (20%)
animales resultaron reactores del total de 40.

A los 60 dias, el nimero de animales reaccionantes fue
de 8 (21,05%), en un total de 38, de los cuales cuatro (50%)
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FIGURA 1. PROPORCION DE REACTORES POR PERIODO.

vienen reaccionando desde el lapso anterior y cuatro (50%)
son nuevos reaccionantes.

A los 90 dias, el numero de animales reaccionantes dis-
minuyd a 5 (12,82%) del total de 39. Resulta importante sefa-
lar que tres (60%) de éstos, fueron animales que se mantuvie-
ron reaccionando desde el primer lapso; uno (20%) desde los
60 dias, en tanto que sodlo un reactor (20%) aparecié en este
Gltimo periodo.

Analisis estadistico

El test estadistico chi-cuadrado no arrojé asociaciones
significativas (P> .05) entre ningun tratamiento y la aparicién
de reactores totales, negativos o sospechosos.

DISCUSION

Un rebafio de machos aislados no deberia presentar nin-
gun tipo de reaccién antigénica (tltulos de anticuerpos) a Bru-
cela abortus, debido a la falta de contacto con el germen en
forma natural (infeccién) o artificial (vacunacion).

Sin embargo, en este ensayo fueron hallados un alto
porcentaje de reactores (25%), es decir, machos con titulos
contra brucelas detectados a través de las pruebas Aglutina-
cién Rapida en Placa y Lenta en Tubo, algunos de los cuales
llegaron a ser catalogados como sospechosos a la enferme-
dad. No obstante no existié ninguna asociacién estadistica en-
tre la aparicion de reactores y los tratamientos aplicados, coin-
cidiendo con lo reportado por Saiduldin [18].

10

El descenso de los titulos en la mayoria de los animales
en un breve periodo, llegando a desaparecer en algunos ca-
so0s; la permanente negatividad a la prueba 2-Mercaptoetanol
de todos los animales; y la irregularidad de la aparicion de ma-
chos reactores a lo largo del ensayo, no relacionado con los
tratamientos; sugiere que existié algin factor que indujo la for-
macién de anticuerpos gue causaron reaccién en las pruebas
desarrolladas (ARP y ALT). Esto abre la posibilidad de que di-
chos reactores se deban a otras fuentes inductoras de anti-
cuerpos distintas a la Brucela, las cuales no se pudieron estu-
diar en este trabajo y que fueron citadas en la introduccion.

CONCLUSIONES

- Ninguno de los tratamientos (Vacuna Aftosa, Bacterina
triple, Levamisol) pudo ser asociado estadisticamente como
responsable de provocar reacciones antigénicas cruzadas.

- Existié un elemento no identificado que indujo a un alto
porcentaje de animales a generar reacciones inmunes de tipo
cruzada, que en condiciones practicas y rutinarias hubiesen
calificado falsamente a algunos machos como sospechosos a
brucelosis.

- Cuando se requiere informacién diagndstica, econémi-
ca y rapida sobre un conjunto de antigenos, es comprensible
el uso de células bacterianas completas o extractos crudos.
Sin embargo, a medida que tanto las inquietudes cientificas
como las necesidades diagndsticas se hacen mas complicadas
y refinadas, los antigenos deben ser mas selectivos. Es por
ello que en la actualidad, las pruebas réapidas en placa y lenta
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en tubo, no parecen tener la suficiente especificidad para to-
mar decisiones, en especial cuando se trata de animales de
gran valor.

RECOMENDACIONES

- Este ensayo ha generado mas interrogantes que res-
puestas, las cuales deberian ser aclaradas a la luz de nuevos
y exhaustivos trabajos en donde se consideren y afinen otros
factores inductores; y a su vez se usen pruebas més especifi-
cas y sensibles como ELISA y Fijacion de Complemento, para
comparar con las pruebas rutinarias.

- Mejorar los antigenos usados en las pruebas ARP y
*ALT, a fin de incrementar la especificidad de éstas, mantenien-
do asi su valor diagndstico, por cuanto resultan pruebas répi-
das y economicas.

- Establecer algtn tipo de control sobre las posibles
fuentes proveedoras de gérmenes involucrados en la produc-
cion de reacciones cruzadas, a fin de disminuir el nimero de
casos falsos positivos que éstos pudiesen generar.

- Animales hallados reaccionantes en ARP y ALT deben
ser verificados bajo la comparacion con otras pruebas mas es-
pecificas como las que prevé la Legislacién de Sanidad Animal
(Rosa de Bengala, 2-Mercapto-etanol) u otras més sofisticadas
como Fijacion de Complemento 6 ELISA .
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