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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar el
efecto de la vacunacién de toros adultos con la cepa RB51 de
Brucella abortus sobre la respuesta inmune humoral y celular.
Para el estudio fueron seleccionados 20 toros mestizos de ra-
zas cebuinas, con una edad promedio de 3 afos, de la zona
sur del lago de Maracaibo, estado Zulia, Venezuela. Los ani-
males fueron divididos en dos grupos: Un grupo (n= 10) recibi6
una dosis simple de 10 mil millones de UFC de cepa RB51 de
Brucella abortus en 2 mL por via subcuténea y otro grupo (h=
10) no recibi6 vacunacion. Los toros fueron muestreados cada
15 dias para diagndstico seroldgico con pruebas tradicionales
de brucelosis (Rosa de Bengala, Aglutinacion en placa y en
tubo, 2-Mercaptoetanol y ELISA competitivo). A los 70 dias
post vacunacioén los animales fueron muestreados para medir
la respuesta celular con la prueba de transformacion linfoblas-
tica frente a diferentes antigenos de la cepa RB51. No se ob-
servo respuesta de anticuerpos en ninguna de las pruebas de
diagnostico seroldgico tradicionales y los animales vacunados
mostraron niveles significativamente mayores de respuesta in-
mune celular (P<0,05) que los animales no vacunados, espe-
cialmente para el antigeno 18 KDa de RB51. Por lo tanto, se
puede concluir que el uso de la cepa RB51 de Brucella abortus
en toros a una dosis simple de 10 mil millones UFC/mL, no in-
duce la formacién de anticuerpos que interfieran con las prue-
bas de diagnostico seroldgico para la infeccién por brucelosis
y produce una buena respuesta celular protectora.

Palabras clave: Toros, RB51, Brucella abortus, respuesta hu-
moral y celular.
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ABSTRACT

The objective of this research was to determine the effect of
vaccinating adult bulls with Brucella abortus strain RB51 on
body fluid and cellular response. Twenty mixed blooded Zebu
bulls with an average age of 3 years were selected in the South
Maracaibo Lake region, Zulia state, Venezuela. The animals
were divided into two groups. Group 1 (n=10) received a simple
dosis of 10,000,000,000 UFC of RB51 in a 2mL subcutaneous
injection and the other group (n=10) was not vaccinated. The
bulls were sampled every 15 days in a serological diagnosis
with traditional brucellosis tests (Rosa de Bengala. Aglutination
on slides and in test tubes, 2-Mercaptoethanol and competitive
Elisa). After 70 days of vaccination the animals were sampled to
measure the cellular response with the lymphoblastic transfor-
mation test with different antigens of the RB51 strain. No anti-
body response was observed in any of the traditional serological
diagnostic tests and the vaccinated animals showed significantly
higher levels of cellular immune response (P<0.05) than the
non-vaccinated animals, especially in relation to the 18Kda anti-
gen of RB51. For this reason it can be concluded that the use of
Brucella Abortus strain RB51 at a dose level of 10 billion
UFC/mL, does not induce the formation of antibodies that inter-
fere with the serological diagnostic tests for brucellosis infection
and does produce a good cell protection response.

Key words: Bulls, RB51, Brucella abortus, body fluid and cell
response.

INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infecciosa causada por
bacterias del género Brucella, que afecta al hombre y a las di-
ferentes especies animales, especialmente al bovino, constitu-
yendo una zoonosis de importancia econémica y para la salud
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publica mundial [1]. La especie Brucella abortus, causante de
la enfermedad en bovinos, es la que mayores pérdidas econé-
micas ha producido a la ganaderia a nivel mundial y se carac-
teriza por producir en esta especie, abortos en el ultimo tercio
de la gestacion, cifras elevadas de infertilidad, nacimiento de
crias débiles y orquitis en machos con eliminacion de la bacte-
ria a través del semen [9].

La transmision a los humanos, ocurre especialmente por
el contacto directo con fetos abortados, placentas y secrecio-
nes provenientes de animales infectados. La ruta de infeccion
puede ser por lesiones en la piel, a través de la conjuntiva u
otras membranas mucosas, el consumo de productos lacteos
no pasteurizados y la inhalaciéon de aerosoles conteniendo el
microorganismo [26].

La eliminacion de animales reactores positivos, basada
en las pruebas de diagndstico seroldgico, es sin duda la medi-
da mas efectiva para el control y erradicacion de la enferme-
dad en el rebafio [6]. Sin embargo, se presenta el inconvenien-
te de la interferencia de anticuerpos vacunales con las prue-
bas de diagndstico convencionales, ya que la vacunacion con
cepa 19 induce la formacion de anticuerpos contra el antigeno
“O” del lipopolisacérido (LPS) de la pared celular de la bacteria
y las pruebas tradicionales de diagndstico utilizan como anti-
geno este mismo LPS, por lo que no es posible diferenciar ani-
males vacunados de infectados [23, 28].

Diferentes estudios han tratado de resolver el inconve-
niente de interferencia con las pruebas seroldgicas, por lo que
se han desarrollado cepas mutantes rugosas, las cuales son
deficientes en el antigeno O del lipopolisacéarido (LPS) de la
pared celular de la bacteria, que es el antigeno inmunodomi-
nante hacia el cual va dirigido principalmente la respuesta hu-
moral medida en estas pruebas. Entre estas cepas se encuen-
tra la RB51, la cual ha sido probada con efectividad en hem-
bras bovinas, con excelentes resultados en cuanto a la protec-
cion contra la enfermedad sin interferencia con las pruebas de
diagnéstico convencionales [19].

En estudios experimentales, la RB5l ha demostrado
ofrecer una adecuada proteccién contra B. abortus en modelos
experimentales en ratones [39] y en cabras [24]. Ademas es
capaz de proveer protecciéon contra infecciéon y aborto en va-
cas [5]. Los resultados a nivel de campo demuestran también
que la vacuna confiere una adecuada proteccién en bovinos
en fincas con alta y baja prevalencia de la enfermedad [15]. Su
uso en vacas prefiadas, ha demostrado que la vacuna no indu-
ce aborto aun cuando sea utilizada por via intravenosa en for-
ma experimental [21]. Por lo tanto, su empleo en vacas adultas
prefiadas es bastante seguro cuando se aplica por via subcu-
tanea y a 1/10 de la dosis recomendada para becerras [22].

En Venezuela, ya ha sido aprobada la importacién de la
vacuna RB51, por lo que se hace necesario realizar diferentes
estudios a fin de determinar la efectividad de la misma en
nuestras condiciones y determinar los usos que se le puedan
dar a la misma dentro del programa de control y erradicacién

de la enfermedad en nuestro pais [41]. Hasta ahora, s6lo ha
sido realizado en nuestro pais un trabajo de investigacion con
el uso de esta cepa en la vacunacién de bovinos en fincas de
alta y baja prevalencia de la enfermedad [15] obteniéndose re-
sultados positivos en la prevencion de la enfermedad.

Con relacién al uso de la vacuna en toros, existe hasta
el presente sélo un trabajo de investigacion publicado donde
se midi6 el grado de colonizacién de la cepa en érganos repro-
ductivos y la excrecion, a través del semen, por un periodo de
5 semanas postvacunacion, en 6 toros [10].

El objetivo de este estudio fue medir la respuesta inmu-
ne en toros adultos vacunados con cepa RB51 de B. abortus.
Se propuso determinar si la vacuna genera anticuerpos que in-
terfieran con las pruebas de serologia tradicional y ELISA
competitivo y medir la respuesta celular frente a diferentes an-
tigenos aislados de la cepa.

MATERIALES Y METODOS

Seleccién de los animales

De la poblacién en estudio, se tomé una muestra aleato-
ria de 20 bovinos machos raza mestizo cebu, con una edad
promedio de 30 meses (entre 24 y 36 meses de edad), con un
peso promedio de 470 kg, libres de brucelosis y otras enferme-
dades infectocontagiosas, pertenecientes a un rebafio comer-
cial, en una finca con alta prevalencia de brucelosis ubicada
en Santa Bérbara del Zulia, municipio Colén, estado Zulia, Ve-
nezuela.

Asignacion por grupos y vacunacion
— Grupo vacunado (n= 10): Recibi6é una vacunacién simple
con cepa rugosa RB51 de B. abortus a una dosis de 10
a 14 mil millones de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) en 2 mL por via subcutanea.

— Grupo control (n= 10): No recibieron ninguna vacuna-
cion.

Histopatologia de los 6rganos genitales

Al final del experimento (90 dias postvacunacion), los
animales fueron sacrificados y se le extrajeron testiculos, epi-
didimos y linfonddulos iliacos e inguinales. Se realiz6 el estu-
dio macroscépico de estos 6rganos y se obtuvieron muestras
para examenes histopatolégicos, realizandose cortes por se-
parado de los testiculos derecho e izquierdo; epididimo dere-
cho e izquierdo y linfonddulos iliacos e inguinales derecho e iz-
quierdo. Luego de separar los epididimos se realizé un corte
medio sagital de cada testiculo iniciandose en el polo superior,
observandose la consistencia al corte, para realizar luego cor-
tes transversales de 1 cm de grosor incluyendo la extremidad
dorsal, media y ventral de cada testiculo. Los cortes fueron
procesados usando las técnicas estandares de preparacién de
tejidos para microscopia oOptica. Secciones de 3 a 5 mm fueron
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cortadas de cada bloque de parafina y tefiidas con coloracion
de Hematoxilina-Eosina (HE) [13, 40]. Algunas muestras para
histopatologia fueron procesadas para tinciones especiales
como Von Kossa, para determinar mineralizacién o calcifica-
cién de tejidos, Zhiel Neelsen para descarte de bacilos acido
alcohol resistentes (Mycobacteriurn spp) y Grocott para obser-
vacion de hifas de hongos [14].

Evaluacidn de la respuesta inmune celular

La respuesta inmunologica celular es medida “in vitro” a
nivel de laboratorio a través de técnicas de cultivo celular de
linfocitos, en los cuales se mide la capacidad de respuesta de
los mismos a diferentes mitdgenos y antigenos [2].

Test de transformacion linfoblastica

Se realiz6 primero una estimulacion inespecifica de linfo-
citos T y B de sangre periférica con fitohemaglutinina (PHA)
para evaluar el grado de respuesta celular de los linfocitos ya
activados por la vacuna [20, 22, 32, 33].

Para realizar la prueba, se siguid el procedimiento sefia-
lado por Oppenheim y Schecter [20]. Se separaron mediante
gradiente de flotacién en Ficoll-Hypaque, las células mononu-
cleares que incluyen linfocitos B y T y algunos monocitos, los
cuales se expusieron, en cultivo celular con los requerimientos
nutricionales necesarios (medio de cultivo RPMI-1640), al esti-
mulante antes mencionado, dando como resultado un aumen-
to en la sintesis de ADN. Este ADN fue marcado con is6topos
radiactivos como la Timidina tritiada, el cual tiene una alta afi-
nidad de unién al mismo. Luego se separé el ADN del resto de
los elementos formes celulares usando un aparato “cosecha-
dor de células” pudiéndose medir la cantidad de ADN formado
a través de un contador de rayos Beta.

Cada prueba se monté por triplicado de la manera si-
guiente: A 10 pL de PHA de cada concentracion se le agrega-
ron 100ul de una suspension de linfocitos (1 x 106/mL) en me-
dio RPMI 1640 adicionado de 5% de Suero de Ternera Fetal y
0,1% antibioticos (Penicilina-Estreptomicina), en placas a fon-
do redondo y colocadas a 37°C en estufa al 5% de CO, con-
trolado por 48 horas, momento en el cual se le agregaron 10
pL de 3H Timidina a razén de 2uCi/pozo durante 24 horas para
posterior extraccion de ADN y conteo en un Contador marca
Betman. Los resultados, obtenidos en Cuentas por minuto
(CPM) fueron expresados como Indice de estimulacion (IE),
los cuales son una medida indirecta de proliferacion celular.

_ CPM experimento (con mitdgeno)

IE=
CPM espontaneo (sin mitdbgeno)

La estimulaciéon especifica se realizé utilizando antige-
nos completos (no fraccionados) de la cepa RB51 obtenidos
por inactivacion con calor (45°C por 30 minutos) de una sus-
pensién de bacterias vivas de la cepa vacunal segun el proce-
dimiento sefialado por Edmons y col. [10].
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Asi mismo, se realizé la estimulacién con tres diferentes
antigenos proteicos fraccionados obtenidos de la pared celular
de la cepa RB51 como son: una proteina de 18 KDa, una Su-
peroxido Dismutasa (SOD) y una denominada YajC, las cuales
fueron suministradas en forma de liofilizado por el Dr Gerhardt
Schurig (Virginia Polytechnic and State Universitiy) para ser
probados como antigenos estimulantes de respuesta celular.

A estos antigenos se les practic6 una curva dosis res-
puesta utilizando diluciones de 1; 2,5; 5y 10 pg/mL, seleccio-
nandose la dilucién con mayor respuesta para cada uno de los
antigenos. Cada antigeno se monté por triplicado de la mane-
ra siguiente: A 10 yL de antigeno de cada concentracion se le
agregaron 100uL de una suspension de linfocitos (1 x 106/mL)
en medio RPMI 1640 adicionado de 5% de Suero de Ternera
Fetal y 0,1% antibitticos (Penicilina- Estreptomicina), en pla-
cas a fondo redondo y colocadas a 37°C en estufa al 5% de
CO2 controlado por 7 dias, momento en el cual se le agrega-
ron 10 L de 3H Timidina a razén de 2uCi/pozo durante 24 ho-
ras para posterior extraccion de ADN y conteo en un Contador
B marca Betman. Los resultados, obtenidos en Cuentas por
minuto (CPM) fueron expresados como Indice de estimulacion

(IE).

Evaluacion de la respuesta humoral

A fin de determinar si la vacunacion con cepa RB51 de
B. abortus induce la formacion de anticuerpos que interfieren
con las pruebas de diagnéstico tradicionales para brucelosis y
para determinar la ocurrencia de infecciones por Brucella de
campo, se evalud la respuesta humoral en el transcurso del
experimento frente a diferentes pruebas que miden anticuer-
pos contra el antigeno O del lipopolisacarido de la pared celu-
lar de la bacteria (S-LPS) como fueron: La prueba rapida en
placa, lenta en tubo, Rosa de Bengala (Card test) y 2-mercap-
toetanol y ELISA competitivo.

La prueba rapida en placa, fue utilizada por ser la prue-
ba oficial para el diagndstico de brucelosis en nuestro pais. El
procedimiento de la prueba se llevé a cabo segun lo sefialado
en el boletin técnico de la FAO/WHO, 1972 [11]. Se considera-
ron como reacciones sospechosas las aglutinaciones incom-
pletas a partir de la diluciéon 1/50 y como positivas las aglutina-
ciones completas a partir de una diluciéon 1/100 [11].

Las pruebas de Rosa de Bengala (Card test) y 2-Mer-
captoetanol son pruebas sencillas usadas en nuestro pais
como pruebas complementarias para el diagnostico de Bruce-
losis. Ambas pruebas fueron realizadas siguiendo el procedi-
miento sefialado en el boletin de la FAO/WHO [11]. Se consi-
deraron como muestras positivas en Rosa de Bengala aque-
llas que presentaron cualquier aglutinacién observable en la
prueba y para 2-Mercaptoetanol aquellas aglutinaciones com-
pletas a partir de una dilucion 1/100 [11].

La prueba de aglutinacion en plasma seminal se llevd a
cabo segun el procedimiento sefialado por Manthei y col. [16].
Para esto, se centrifuga el semen de modo que el esperma y
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otras particulas sedimenten y el material sobrenadante (plas-
ma) se utiliza para realizar las pruebas estandar en placa o tu-
bos.

La prueba de ELISA, por otra parte, mide anticuerpos
clase IgG,, aunque éstos se encuentren en muy bajos niveles
en el suero y no sean perceptibles por otras pruebas [42]. De
las pruebas de ELISA disponibles para diagndstico de brucelo-
sis, existe un ELISA indirecto que tiene una alta sensibilidad
pero baja especificidad [3, 8, 17] y un ELISA competitivo de
alta sensibilidad y especificidad [18, 37, 30]. En el presente
trabajo se utilizé un ELISA competitivo por su capacidad para
detectar mejor los animales negativos con bajo porcentaje de
falsos positivos, los cuales se pueden presentar por vacuna-
cién antibrucélica o por infecciones con otros gérmenes Gram
negativos.

El inmunoensayo enzimético competitivo (ELISA-C) para
deteccion de anticuerpos en suero contra brucelosis se realizd
siguiendo el procedimiento del fabricante Svanova Biotech [36].

El procedimiento de la prueba de ELISA competitivo esta
basado en un inmunoensayo en fase sélida, en el cual las
muestras de suero son expuestas a un antigeno lipopolisacari-
do de B. abortus lisa (S-LPS) unido al fondo de los pozos de
una microplaca de poliestireno, conjuntamente con la adicién
de un anticuerpo monoclonal de ratén especifico para un epi-
tope sobre una porcién del polisacarido O del antigeno S-LPS.
Después de la incubacion, la microplaca es lavada y se agrega
un conjugado formado por un anticuerpo contra IgG de ratén
obtenido en cabras ligado a una enzima peroxidasa, el cual se
une a cualquier anticuerpo monoclonal que se haya fijado al
S-LPS de la placa. El material no unido a la placa es removido
por lavado, seguido por la adicién de una solucién de substra-
to (peréxido de hidrégeno). El desarrollo de color es debido a
la conversion del sustrato por el conjugado. La densidad Optica
de esta reaccion es medida en un fotémetro de microplacas a
450 nm. En ausencia de anticuerpos contra Brucella en el sue-
ro problema o en el control negativo, los anticuerpos monoclo-
nales se unen al epitope en el polisacarido O del antigeno S-
LPS con la consecuente formacion de color por la reaccion del
conjugado y sustrato. Si el suero problema o control positivo
contiene anticuerpos especificos contra Brucella, estos compi-
ten con el anticuerpo monoclonal por los epitopes del S-LPS,
inhibiendo su union al epitope del polisacarido O en el antige-
no S-LPS y la formacién de color por la reaccion del conjugado
y sustrato.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se basé en la comparacion de los
grupos vacunados y control para determinar si existen diferen-
cias significativas entre ellos debidas a la vacuna. Los resulta-
dos de los hallazgos clinicos e histopatoldgicos, fueron anali-
zados mediante tablas de 2 x 2 para determinar asociacion es-
tadistica entre los grupos vacunado y control por prueba de Ji
cuadrado y célculo del riesgo relativo (RR) [7].

RESULTADOS

A 90 dias post-vacunacién no se encontraron aislamien-
tos positivos a Brucella.

El estudio anatomopatoldgico de testiculos, epididimos y
linfonddulos iliacos e inguinales revel6 lesiones macroscépicas
(orquitis y epididimitis), tanto en animales vacunados como en
el grupo control, no encontrandose diferencias significativas
entre ambos grupos. Estos hallazgos se corresponden con los
sefialados en el examen clinico.

Los resultados del estudio histopatol6gico de linfonddu-
los iliacos e inguinales mostr6 que 40% de los animales per-
tenecientes al grupo vacunado y el 15% del grupo control
presentaron hiperplasia reticular, caracterizada por un incre-
mento moderado de células linfoblasticas y mononucleares
con un aumento significativo del tamafio de los centros germi-
nativos de Fleming y, en algunos casos ligeros signos de in-
flamacion con presencia de catarro sinusal subcapsular
(FIGS. 1y 2). Se observd diferencias estadisticamente signifi-
cativas (P<0,05) entre el grupo vacunado y el grupo control
con un riesgo relativo de ocho (RR=8) indicativo de la fuerza
de la asociacion estadistica entre la reaccién ganglionar y la
vacunacion, TABLA I.

En la evaluacion de la respuesta inmune humoral, ningu-
no de los animales del grupo vacunado tuvo reacciones positi-
vas en ninguna de las pruebas serolégicas utilizadas en el
transcurso del experimento para medir anticuerpos contra S-
LPS de B. abortus (aglutinacién rapida en placa, lenta en tubo,
2-mercaptoetanol y ELISA competitivo).

En cuanto a la respuesta celular inespecifica frente a fi-
tohemaglutinina (PHA) se pudo observar que el promedio de
cuentas por minuto (cpm) en animales vacunados fue mayor
gue los no vacunados siendo esta diferencia estadisticamente
significativas (P < 0,05). Esta respuesta celular fue de mayor
proporcion a una concentraciéon de 10 pg/mL de PHA, TA-
BLA I, FIG. 3.

En la evaluacion de la respuesta inmune celular frente a
diferentes antigenos de la cepa RB51, se pudo comprobar que
los animales vacunados mostraron mayores niveles de indice
de estimulacion linfocitaria (IE) que el grupo control, siendo es-
tas diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) para
los antigenos 18 KDa y YajC, pero no para SOD y para los an-
tigenos completos de la cepa no fraccionados. El antigeno que
ofrecid mejor respuesta celular en animales vacunados fue 18
KDa (IE= 3,58), seguido por YajC (IE = 2,94), SOD (IE = 2,46)
y antigenos completos no fraccionados (IE = 1,55), TABLA llI,
FIG. 4.

DISCUSION

La vacunacioén de toros adultos con cepa RB51 de Bru-
cella abortus a una dosis Unica completa (dosis para vacuna-

115



Respuesta inmune de toros vacunados con cepa RB51 de Brucella abortus / Rivero, S. y col.

TABLA |
GANGLIOS LINFATICOS. HALLAZGOS
HISTOPATOLOGICOS EN TOROS VACUNADOS
Y NO VACUNADOS CON CEPA RB51 DE Brucella abortus

Grupo Hiperplasia Reticular
Si % No %
Vacunado 8* 40,0 2 10,0
Control 1* 5,0 9 45,0
Total 9 45,0 11 55,0

*Diferencias significativas p < 0,05, RR = 8.

TABLA I
< el s = RESPUESTA INMUNE CELULAR (CPM) A
FIGURA 1. MICROFOTOGRAFIA DE LINFONODULO (HYE FITOHEMAGLUTININA (PHA) EN ANIMALES VACUNADOS

e

40X) A. HIPERPLASIA RETICULAR B. CATARRO SINUSAL. Y NO VACUNADOS CON CEPA RB51 DE Brucella abortus
Grupo Opg/mL 2,5ug/mL 10ug/mL
Vacunado 2193 12647* 21343*

Control 2564 5897* 11689*

*Diferencias significativas p < 0,05.

cion de becerras) de 10 a 34 mil millones de unidades forma-
doras de colonias por mililitro (UFC/mL) por via subcutanea,
indujo una buena respuesta celular protectora y no produjo an-
ticuerpos que fueran detectables en ninguna de las pruebas
serolégicas usadas en el diagnéstico de brucelosis tampoco
hubo aislamiento bacteriano.

El estudio histopatoldgico de linfonddulos iliacos e ingui-
nales, demostr6 que un alto porcentaje de animales (45%)
mostré hiperplasia reticular. Se observaron diferencias esta-

= - o ' ; disticamente significativas (P<0,05) entre animales vacunados
FIGURA 2. MICROFOTOGRAFIA DE LINFONODULO (HYE y no vacunados indicativo de una asociacién con la vacuna-
160X) A. HIPERPLASIA RETICULAR B. CATARRO SINUSAL.

< By iy n .EI-, o)

o E

cion y un riesgo relativo alto (RR=8), que demuestra la fuerza

25000

20000 T

CPM 15000 A
10000 -

5000 -

0-

B Vacunado
O Control

0 pg/mL 2,5 ug/mL 10 pg/mL
PHA

FIGURA 3. RESPUESTA INMUNE CELULAR (CPM) A FITOHEMAGLUTININA (PHA) EN ANIMALES VACUNADOS
Y NO VACUNADOS CON CEPA RB51 DE Brucella abortus.
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TABLA llI
RESPUESTA INMUNE CELULAR
INDICE DE ESTIMULACION LINFOBLASTICA (IE)
FRENTE A DIFERENTES ANTIGENOS DE LA CEPA RB51
DE Brucella abortus

Grupo Completo 18KDa YajC SOD
Vacunado 1,55 3,58* 2,94* 2,46
Control 0,49 1,09* 1,25* 1,08

*Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre el grupo
vacunado y control.

de esta asociacion, ya que indica que los animales vacunados
tienen ocho veces mas probabilidades de presentar hiperpla-
sia reticular ganglionar que el grupo control.

La hiperplasia reticular observada en linfonédulos se ca-
racterizé por un incremento de células linfoblasticas y macrofa-
gos a nivel de los centros germinativos de Fleming, con signos
de ligera inflamacion subcapsular pero sin la presencia de infil-
trados de células Polimorfonucleares neutréfilos (PMN), lo cual
demuestra que los cambios observados obedecen mas a una
respuesta inmune de reactividad que a un proceso inflamato-
rio. Estas caracteristicas histopatolégicas son compatibles con
aquellas observadas por una constante estimulacion de las cé-
lulas linfoblasticas al nivel de ganglios nédulos linfaticos por
antigenos vacunales presentados por macréfagos y células
dendriticas, en especial cuando estos antigenos proceden de
una cepa viva como la cepa RB51, la cual puede mantener
una antigenemia constante en el organismo hasta su completa
eliminacion por activacion de la respuesta celular [14].

En la evaluacion de la respuesta inmune celular, se com-
probd que la respuesta proliferativa de linfocitos frente a fitohe-
maglutinina (PHA) y frente a diferentes antigenos de la cepa
RB51 fue superior en animales vacunados que en el grupo
control a los 70 dias post-vacunacion, lo cual era el resultado
esperado, segln lo sefialado por otros autores [22, 32], quie-

nes demostraron que luego de la inoculacion de la cepa RB51
en vacas, se produce un primer pico de respuesta inmune ce-
lular en la prueba de transformacion linfoblastica con células
mononucleares de sangre periférica a los 28 dias post-vacuna-
cion, el cual va aumentando progresivamente hasta alcanzar
el maximo a los 70 dias post-vacunacion (10 semanas) para
luego disminuir drasticamente hacia los 85 dias post-vacuna-
cion.

En cuanto a la respuesta de linfocitos a PHA, se observo
una mayor proliferacion medida en cuentas por minutos (cpm)
a una concentracion de 10pg/mL siendo esta respuesta de
mayor magnitud en animales vacunados que en el grupo con-
trol. Estos resultados indican que la vacuna fue capaz en ge-
neral, de incrementar la respuesta inmune celular [20].

De los antigenos usados en la prueba de transformacion
linfoblastica, se probd la cepa completa no fraccionada, inacti-
vada por calor, la cual ha sido empleada por otros autores para
la estimulacion de linfocitos T [22]. Los otros antigenos proba-
dos fueron purificados proteicos de la pared celular de la cepa
RB51, entre los cuales se encuentran: una fraccion proteica de
18 KDa que ha sido sefialada por otros autores como buena es-
timuladora de respuesta celular [32], la Superdxido Dismutasa
(SOD), una enzima trasportadora de electrones que juega un rol
importante en la patogenicidad de las diferentes cepas de Bru-
cella, pero que hasta el presente no se ha comprobado su po-
der para estimular una buena respuesta inmune celular [5, 31,
38] y YaJC, una nueva proteina aislada de la pared celular que
se encuentra aun en experimentacion y que fue suministrada
por el Dr. Gerhardt Schurig (Virginia Tech University).

Los antigenos completos no fraccionados y SOD demos-
traron tener una bajo nivel de estimulacion y, aunque la esti-
mulacién fue mayor en animales vacunados, la diferencia con
el grupo no vacunado no fue significativa. Las fracciones 18
KDa y YajC mostraron un mayor indice de estimulacion linfoci-
taria con diferencias significativas entre animales vacunados y
no vacunados, de los cuales la proteina 18 KDa demostro te-

B Vacunado
O Control

Completo 18KDa

Antigenos

SOD

FIGURA 4. RESPUESTA INMUNE CELULAR INDICE DE ESTIMULACION LINFOBLASTICA (I.E) FRENTE A DIFERENTES
ANTIGENOS DE LA CEPA RB51 DE Brucella abortus.
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ner el mayor poder de estimulacion. Al igual que lo observado
por otros autores quienes reportan que la respuesta celular fue
de magnitud variable para las diferentes fracciones antigénicas
aisladas de la pared celular de la cepa RB51[32], separaron di-
ferentes antigenos de la pared celular de la cepa RB51 me-
diante electroforesis en gel de poliacrilamida con sodio-dode-
cil-sulfato, y obtuvieron una serie de proteinas con un peso
molecular comprendido entre 18 y 106 KDa.

Estos antigenos fueron probados frente a linfocitos de
ganglio linfatico de bovinos a las 12 semanas posterior a la va-
cunacion con cepa RB51 o inoculacion experimental con cepa
patégena 2308. Como resultado se observé un alto indice de
estimulacién frente a antigenos con un peso molecular de 32,
27, 18 y <18 KDa, lo cual demuestra que éstos parecen ser los
antigenos inmunodominantes presentes en la cepa RB51, cuya
respuesta seria suficiente para enfrentar la cepa de campo.

Folch y col. [12], observaron que diferentes antigenos de
bajo peso molecular aislados de la cepa RB51 de B. abortus
demostraron tener una buena respuesta proliferativa de linfoci-
tos in vitro; pero solo dos proteinas menores, una de 18 KDa y
otra de 22,9 KDa, indujeron una efectiva proteccion cuando se
inocularon ratones Balb/c que luego fueron desafiados con la
cepa patdgena 2308. Estos resultados refuerzan los obtenidos
en el presente trabajo con relacion a que la fraccion proteica
de 18 KDa es una buena estimuladora de respuesta celular
protectora, por lo que debe considerarse para futuros estudios
en la obtencion de vacunas més efectivas.

La Superéxido Dismutasa Cu-Zn (SOD), presente tanto
en cepas patdgenas (2308) como en cepas vacunales (cepa
19 y RB51) [29] es una enzima que forma parte del sistema
antioxidante que defiende a la bacteria del efecto téxico bacte-
ricida de los radicales superoxido producidos por las células
fagociticas (macrofagos y PMN), catalizando la reaccion que
transforma estos radicales superéxido en perédxido de hidrége-
no y oxigeno molecular. Tatum y col. [38] obtuvieron mutantes
deficientes de SOD provenientes de cepa 19 (vacunal) y cepa
2308 (patégena) de B. abortus, y observaron que estas mutan-
tes tenian una menor supervivencia en células fagociticas, que
aquellos de sus homdlogas que poseian la enzima SOD, con
lo que demostraron que la SOD juega un papel importante en
la patogenia de la infeccién por Brucella.

Con relacion a la enzima SOD, se demostré que la ino-
culacion de toros adultos con cepa RB51 indujo una ligera res-
puesta celular contra SOD, pero la misma no presenté diferen-
cias estadisticamente significativas con el grupo control. Aun
no se conoce con exactitud la importancia de esta proteina,
pero se cree que la misma no induce una buena respuesta ce-
lular protectiva en bovinos vacunados con cepa RB51, a pesar
de que juega un rol importante en la patogenicidad.

Stevens y col. [32] midieron la produccién de anticuer-
pos y la inmunidad mediada por células de linfocitos de nodu-
los linfaticos en bovinos vacunados con cepa 19 y cepa RB51
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y observaron que ni la cepa 19 ni la cepa RB51 inducen anti-
cuerpos detectables contra SOD, y que la cepa 19 pero no la
RB51 es capaz de inducir inmunidad celular contra SOD. Por
otra parte, estudios recientes en ratones, parecen mostrar que
la SOD aislada, es capaz de inducir una buena respuesta celu-
lar con la produccién de altos niveles de INF-y, siendo capaz
de proteger contra la exposicidn con una cepa patdgena de
Brucella abortus [4]. Queda todavia la duda de cual sea el ver-
dadero papel que cumple esta proteina en la estimulacion de
la respuesta celular protectora contra brucelosis en bovinos.

La fraccion proteica denominada YajC, se encuentra ain
en fase experimental y no existe hasta el presente ninguna pu-
blicacién relacionada con su uso como posible estimuladora
de respuesta celular. En este trabajo se demostro que los to-
ros vacunados con cepa RB51 ofrecieron una buena respues-
ta celular contra esta proteina encontrandose diferencias signi-
ficativas entre el grupo vacunado y el grupo control, aunque la
misma fue menor que la observada para la fraccion proteica
de 18 KDa.

Uno de los aspectos mas importantes en el uso de la
cepa RB51 y que justifican su utilizacién como vacuna contra
la brucelosis en bovinos, es el hecho de que la cepa no posee
la cadena O del lipopolisacarido (LPS) de la pared celular y
por tal motivo, no induce en el animal la produccién de anti-
cuerpos contra el LPS que puedan ser detectados con alguna
de las pruebas de diagnéstico tradicionales, debido a que to-
das ellas emplean un antigeno S-LPS (LPS de la forma lisa de
Brucella) para determinacion de anticuerpos [27].

Hasta el presente, se ha demostrado que la vacunacién
de becerras con una dosis completa de la cepa RB51, no indu-
ce la produccion de anticuerpos que interfieran con ninguna de
las pruebas serolégicas de diagnéstico (Aglutinacion rapida en
placa, aglutinacion lenta en tubo, 2-mercaptoetanol, rivanol,
card test, fijaciébn de complemento e inmunodifusién en agar
gel) y ofrece una efectiva proteccion contra aborto e infeccion.
Contrario a esto, las becerras vacunadas con cepa 19, desa-
rrollan titulos de anticuerpos detectables en todas las pruebas
de diagnéstico serolégico a partir de los 15 dias postvacuna-
cion e incluso hasta los 240 dias [15, 33].

En novillas vacunadas a los 6 meses de prefiez con do-
sis reducida de cepa 19 y RB5I, se observaron resultados se-
mejantes, encontrdndose que los animales vacunados con
cepa 19 mostraron un pico de titulos de anticuerpos en prueba
estdndar de aglutinacion a los 14 dias postvacunacién, mien-
tras que en los vacunados con cepa RB51 no se observaron ti-
tulos de anticuerpos en esta prueba. Una prueba de Dot-Blot
ELISA utilizando antigenos completos de la cepa RB51 y-irra-
diadas (No ELISA convencional) mostraron que tanto los ani-
males vacunados con cepa 19 como los vacunados con RB51
mostraron titulos de anticuerpos luego de los 15 dias postva-
cunacion, siendo esta respuesta mayor en los vacunados con
cepa RB51 [22]. Esta prueba es un ensayo multiespecies ela-
borado para la deteccién de anticuerpos tanto en especies do-
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mésticas como salvajes. Este ensayo es capaz de distinguir
entre animales infectados por Brucella de los vacunados con
cepa 19 y de los infectados por otras especies de bacterias
Gram negativas que producen reacciones cruzadas en prue-
bas de diagndstico seroldgico, en forma comparable a la prue-
ba de fijacion de complemento.

El presente trabajo demostré que en el caso de los bovi-
nos machos (toros) adultos, la vacunacién con cepa RB51 no
indujo la produccién de anticuerpos detectables por las prue-
bas serologicas tradicionales (Aglutinacion en placa y Rosa de
Bengala) o en ELISA competitivo con antigenos S-LPS, ya que
todos los animales vacunados permanecieron serolégicamente
negativos en el transcurso del experimento. Las pruebas de
aglutinacion al igual que la prueba lenta en tubo, miden princi-
palmente anticuerpos clase IgM contra el antigeno O del LPS
de la bacteria. Las pruebas de Rosa de Bengala (Card test) y
2-Mercaptoetanol son pruebas sencillas usadas en nuestro
pais como pruebas complementarias para el diagnostico de
brucelosis que permiten medir principalmente anticuerpos cla-
se 1gG, los cuales se producen luego de 1 a 3 semanas de la
infeccion y persisten hasta después de los 10 meses, siendo
los anticuerpos principalmente encontrados en animales infec-
tados [11].

El conocimiento del comportamiento de los diferentes
antigenos de la pared celular en cuanto a su estimulacion de
la respuesta inmune, es importante porque permite esclarecer
cuales antigenos estimulan la respuesta inmune celular pro-
tectora y cual estimulan respuesta de tipo humoral, de manera
de poder elaborar en el futuro, mediante ingenieria genética,
vacunas que sean mas efectivas en la proteccion contra la en-
fermedad, las cuales pueden ser hechas en base a péptidos
recombinantes especificos, en base al ADN que codifica estos
péptidos, o bien, mediante la mejora de las cepas ya existen-
tes como la RB51, aumentando en ellas su capacidad para
producir y manifestar estos péptidos en su superficie [28]. Por
lo tanto, segun los resultados obtenidos en el presente trabajo
y en concordancia con lo observado por otros autores, estos
antigenos proteicos, y en especial el antigeno 18 KDa, podria
ser usados con este fin.

CONCLUSIONES

La vacunacion de toros adultos a una dosis Unica de 10
mil millones UFC/mL de la cepa RB51 de Brucella abortus pro-
duce una buena respuesta inmune celular protectora contra di-
ferentes antigenos de la cepa, siendo esta estimulacion de
mayor magnitud contra una proteina de 18 KDa aislada de la
pared celular y no induce la produccion de anticuerpos que
puedan interferir con las pruebas serologicas usadas en el
diagnostico de la enfermedad por lo que estas pruebas permi-
ten discriminar animales vacunados de los infectados.
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