
Informe sobre vacunas y vacunacion contra Brucelosis bovina

Raul Casas Olascoaga1

Inforlue tecnico elaborado a solicitud del Centro Medico Veterinario de San los ',pre entado en la lornada sobre Brucelo is el
19/0 /03 en San los '. La revista VETERINARIA agradece La autorizacion de u publicacion pOl" parte de el autor y de el pre idente
del Centro Medico.

VACU ACEPARB51

TRODUCCIO
De acuerdo a informacion personal reci­
bida d 1Dr. Steve Olsen el objetivo in i­
cial de la inv stigacion para la busqu da
de una nu va vacuna contra la brucelosis
para reemplazar la vacuna Cepa 19, fue
eliminar el problema causado por la re­
tencion d titulos serologicos generados
por la vacunacion d tern ras con la cepa
19. En EE.UU. la dad de vacunacion d
terneras con cepa 19 es de 4-12 meses.
El proyecto de investigacion no fu di­
senado para comparar la vacunacion de
terneras con cepa 19 y cepa RB51. Sin
embargo, la cepa 19 fue usada en el ini­
cio del proyecto como control positivo.
Se obtuvieron datos limitados para am­
bas vacunas (n=29 y 20 animales vacu­
nados resp ctivamente para cepa RB51
y Cepa 19) los cuales sugieren aproxi­
madam nt 80/0 menor infecci6n en los

acunados con C pa 19 y 3% menor
tasa de abortos que con la cepa RB51 .
Debido al numero reducido de animales
utilizados en est estudio existen dudas
d que la difer ncia de animales que abor­
taron sea signjficativa mientras que para
la tasa de infeccion la diferencia es signi­
ficati a. El criterio de infeccion en el exa­
m n bacteriologico fue estricto ya que el
aislamiento de una sola colonia de la cepa
virul nta d desafio n 1mOl11ento de la
neeropsia ( en el momenta d 1parto 0 el
aborto) determine la clasificacion del
animal como infectado. Es nee sario des­
tacar que en el estudio pareado, en el gru­
po de la RB51, con la excepcion de un
aborto la r cuperacion del numero d
bacterias de la cepa virulenta de desafio
fue extremadament bajo, predominan-

temente de los ganglios linfaticos que
drenan el ojo. La cepa virulenta de desa­
fio fue la cepa Brucella abortus 2308,
administrada conjuntivaln1ente a la do­
sis de 1 x 10 7 UFC ( unidades de bacte­
rias formadoras de colonias) entre 170 y
180 dias de gestacion, aproximadam nte
12 semanas previas a la paricion.
El beneficio verdadero de la RB51 es la
capacidad de permitir id ntificar sero­
logicamente los animal s infectados
aun cuando ellos hayan sido vacuna­
dos con la cepa RB51. Sin embargo es
necesario informar que animales vacu­
nados con la RB51 pueden sero-con­
vertirse cuando son expuestos a las
cepas virulentas de campo de Brucella
abortus; mientras que la incidencia de
los abortos sera muy baja.
La vacuna B. abortus Cepa 19 confi ­
r proteccion completa contra la in­
feccion n 65-75 % de los animales va­
cunados y en el 25-35% restante una
protecci6n relativa. En un porcentaje
superior al 950/0 la vacunacion evit el
aborto en hembras que shan inf cta­
do. El aborto constituye un alto pel i­
gro para Ia propagacion de la inf cci6n
en el rodeo afectado y en los rodeos de
establecimientos vecinos, cuando no
hay un aislamiento corr cto entre los
rodeos colindantes 0 hay intercambio
de animales.
La vacunacion con I vacuna RB5], al
igual que con la vacuna C pa 19, tiene
un doble ben ficio: disminuy I 8US­

ceptibilidad a la inf ccian al conferir
proteccion inmunitaria y reduce el ni­
vel de exposicion a la inf ccion al dis­
minuir el num ro de animates excreto­
res de Brucella abortu y reducir subs­
tancialmente el numero de abortos en
los rodeos inf ctados.

Tanto la vacuna RB51 como la Cepa
19 son estables y no se propagan de
un animal a otro y su virulencia no
aumenta por pasajes seriados en ani­
males. La proteccion conferida por
ambas vacunas es mediada por celu­
las.

La Cepa 19 posee cierta patogenici­
dad para los humanos y debe usarse
con precaucion para evitar la infeccion
del operador. Tambien han ocurrido
infecciones accidentales con la cepa
RB51 pero no hay conocimiento d
signos adversos causados por la infec­
cion. La patogenicidad de la cepa RB51
para los humanos esta aun pendiente
de determinacion.

Ambas vacunas deben ser admi nistradas
bajo la responsabilidad de un veterinario.

La ventaja de la RB51 comparada con
la cepa 19 es que no induce la forma­
ci6n de anti cuerpos los cuales son de­
tectados por las pruebas estandar d
diagnostico de brucelosis. Por 10 tan­
to, los animales infectados pueden ser
mas facilmente identificados.

La vacuna RB51 ha sido aprobada r ­
cientemente como vacuna oficial para
el bovino por el Animal and Plant
Health Inspection Services/ Departa­
mento de Agricultura de Estados Uni­
dos (APHIS/USDA).

En EE. UU. a partir de 1980, se ha usado
las dosis reducidas de Cepa 19 las cual s
figuran en el cuadro qu prec de. L do­
sis tradicional de Cepa 19 era muy alta:
50-60 mil millones de bacterias viables
en el momenta de la aprobacion d la
serle de vacuna y 25 mil millones hasta
la fecha de expiraci6n de la vacuna. A fin
de disminuir la reacclones serologicas
residuales causadas por sta alta concen-
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COMPARACIO DEDOISISDEAPLICACIONDELA VACUNAS

La comparaci<Sn de las dosis de vacuna de Cepa RB51 y Cepa 19 son las siguientes:

Vacuna Cepa RB51

Vacuna Cepa 19
(dosis reducida
usada desde 1980)

tracion de c 'lulas viables contenidas en
la dosis de vacuna, luego de estudios ex­
perimentales en bovinos, se determino
el uso de la dosis reducida. La vacuna­
cion de las terneras con dosis reducida
se establecio en 4-12 meses de edad sien­
do la dosis optima d 5 mil lnillones de
bacterias viables administrada subcuta­
n amente y la edad optima de vacuna­
cion 5 meses.

En las hembras adultas la do~:is reducida
optima es de 500 millones e bacterias
viables por via subcutanea.

En Uruguay, la vacuna Cepa 19 se uso
unicamente a la dosis alta tradicional
para la vacunacion de terneras (3-8 me­
ses d edad), d sde 1964 hasta la sus­
pension d la vacunacion a fines de 1996.
La cepa 19 a dosis alta indueia inmuni­
dad durante la vida util de la henlbra, ya
que las ternera vacunadas mantenian la
resist ncia a la infeccion fr nte a cepas
virulentas de Brucella abortu por siet
anos y probablemente por un tiempo
mayor. Por 10 tanto, no era nec saria la
revacunacion, 10 cual reducia significati
yam nt el costa de la vacunacion en la
yida del animal. La dosis alta induce una
mayor proteccion pero la formacion y
persistencia de anticu rpos residuales se
prolonga mayor ti mpo cuando se vacu­
nan animal s mayor s de 8 meses de edad.

En terneras de 3-8 meses d edad vacuna­
das con dosis alta de Cepa 19) el 90% se
conyi rt en sero-negativas 9 Ineses des­
pues de la vacunaci6n. En tern eras vacu­
nadas con Cepa 19 a edades superiores a 9

Bovinos jovenes .
(dosis bacterias viables)

Via subcutanea

1-3.4 X 1010

3-10 X 109

meses de edad los titulos serologicos de
anticuerpos persisten por mayor tiempo.
En Uruguay 1uso de la dosis alta y el no
cumplimiento estricto de la dad de vacu­
nacion provoc6 un aumento y mayor per­
sistencia de anticu rpos residuales en las
poblaciones de terneras vacunadas por
encima de los 8 meses de dad.

Los datos sobre la persistencia de la in­
munidad cont rida por la vacunacion con
RB51) durante la vida util en hembras
bovinas vacunadas desd terneras, son
aun Iimitados y d beran s r complemen­
tados mediante investigaciones experi­
mental s futuras e informacion s de su
uso en campo.

En EE.UU. s ha sustituido gradualmen­
te la yacuna Cepa 19 por la Vacuna RB51
que actualm nt es fa vacuna oficia!.

VACUNACIONDEANIMALES
ADULTOS

La vacunacion del rodeo de hembras adul­
tas ( vaquillonas y vacas) se puede apli­
car selectivamente para la prevencion y
control de la bruc losis bovina.

La vacunacion de h mbras adultas en es­
tablecimientos infectados 0 n estableci­
mi ntos sometidos a alto riesgo de infec­
cion debe combinarse con pruebas sero­
logicas pr vias a la vacunacion para la
id ntificacion y liminacion por sacrifi­
cio de los animales infectados. Las h m­
bras no reaccionantes en las pruebas se­
rologicas estandar corrient s seran vacu-

Bovinos adultos
(dosis bacterias viables)

Via subcutanea

1-3.4 X 109

3-10 X 108

nadas con vacuna RB51. Durante el acto
de la vacunacion las hembras adultas de­
ben ser identificadas en forma permanente
ya sea pOl' tatuaje 0 por la aplicacion de
caravanas.

En cada establecimiento infectado debe
aplicarse un Plan de Saneamiento prepa­
rado y ejecutado segun 10 establecido en
el Articulo 16° por el Poder Ejecutivo en
el Decreto del 22 de Enero de 1998 so­
bre Programa de Erradicacion de la Bru­
celosis y Tuberculosis en todo el territo­
rio nacional. La vacunacion debe ser au­
torizada por la Direccion General de Ser­
vicios Ganaderos (DGSG IMGAP).

Un inconveniente importante de la va­
cunaci6n de hembras adultas es el estado
de prefiez.

La vacunacion de hembras n estado
avanzado de prefiez podria causar abor­
to. A medida que avanza el perfodo de
gestacion la administracion de vacuna
ofrece mayores pel igros de causar abor­
tos. Por 10 tanto, es aconsejable vacunar
las hembras s rologicamente negativas
antes del servicio. Cuando el plan de con­
trol de la brucelosis en el establecimi n­
to 10 establezca, los animales prefiados
se vacunanln preferentemente en el ini­
cio de la gestaci6n, en el cual I pel igro
de aborto es muy bajo.

E.n rodeos con infeccion activa y cre­
~lente la vacunacion de hembras pr _
nadas puede seT conveniente y opor­
tuna para disminuir y/o eyitar 1a seri
de abortos que suele causal' la bruce­
losis.
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La acunacion del rodeo de hembras
adultas induc proteccion inmediata
contra la brucelosis ya que los anima­
les obti nen inmunidad 3-4 semanas
despues de la vacunacion, 10 cual ace­
lera el proceso de control de la enfer­
medad.

En los establecimientos infectados, la
vacunacion de adultos disminuinlla di­
seminacion d la infeccion dentro del
rodeo a medida que los animales reac­
cionantes infectados se eliminen con
destino al sacrificio en mataderol fri­
gorifico habil itado oficialmente pOl' los
servicios veterinarios de DGSGI
MGAP. Los animales confirmados
como reaccionantes deben ser marca­
dos a fuego con la letra B ( brucelo­
sos). EI proc dimiento de pruebas se­
rologicas en serie permite la remocion
d los animales infectados del rodeo y
la vacunacion ofrece proteccion a los
animal s libr s de infeccion.

Otra ventaja importante de la vacuna­
cion de adultos es el beneficio deriva­
do de la proteccion contra el aborto en
muy alto porcentaje de las hembras
prenadas. Esta proteccion contra eI
aborto ofr ce tres ventaj as importan­
tes: un mayor procreo de tern eros, una
menor aparicion de animales infecta­
dos y una importante disminucion de
las fuentes d infeccion por Brucella
abortus virulenta. EI resultado sera que
progresivalnent habra menor nume­
ro de an imal s reaccionantes removi­
dos con destino al sacrificio sanitario.

En estableci mientos de alto riesgo de
infeccion - libres de infeccion perc
con alta probabilidad de ser expu stos
a la bruc losis- la vacunacion puede
pre enir la introduccion de la infec­
cion n el rodeo.
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VAC AC 6 DE VACUNOS
CO CEPABrucella abortus RB51
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CARACTERISTICASDE LACEPA
RB51

Derivacion
Brucella abortu 2308 n cuya superfi­
ci bacteriana falta la cadena 0 de poli­
sacaridos ( residuos de perosanlina). La
cepa RE51 fue derivada naturalmente pOl'
pasajes en serie en medio que cont nia
rifampicina y por seleccion de colonias
que pose] n morfologia rugosa. I

EI Dr. Schurig d I Virginia Polyt chnic
Institute, quien desarrollo la cepa RB51,
suministro n 1990 un cultivo de la cepa
RB51 al National Animal Disease Cen­
ter para su estudio ult rior. Este cultivo
fue transferido una vez y I nuevo culti­
vo fue designado como Semilla Maestra
( Master Seed) RES 1lARS-I. A partir de
esta cepa maestra, se produjeron varios
pasaj s para s r usados en el estudio con
bovinos.

Caracterizacion
El caracter rugosa de cepa RB51 se
basa en la morfologia, tincion con cristal
violeta, aglutinacion espontanea en so-

lucion salina, y aglutinacion en solucion
de acriflavina.

La falta 0 muy baja expresion de la cade­
na 0 se demuestra por SDS-PAGE y
tincion por plata, y par analisis en blot
Western con anticuerpos monoclonales
de la cadena-O. I Los analisis sobre sul­
fato dodecil sodico- electroforesis en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE), seguidos
de tincion por azul Coomassie dan per­
files similares a la Brucella abortus cepa
19 y cepa 2308 10 cual sugiere que los
componentes protefnicos de la cepa
RB51 no han sufrido cambios djferen­
ciales. La cepa RB51 expresa las protei­
nas mayor y menor de la membrana ex­
terna como previamente han sido infor­
mados para otras cepas de Brucella abor­
tus. La tincion de Gram de las prepara­
ciones de RB51 muestra formas bacila­
res 0 cocobacilares las cuales son ligera­
mente menores que las de las cepa 19 y
cepa 45/20. La cepa RB51 es urea posi­
tiva, utiliza oxidativamente la glucosa,
crece en presencia de eritritol, y no re­
quiere C02 0 sangre para su cr cimien­
to. 1 La cepa RB51 al igual que la cepa
2308 ( perc diferente a la cepa 19) crece
en medio que contiene azul tionina
(I :500.000) 0 penicilina (5U/ml).

Resistencia antibiotica

La cepa RE5 I es sensibl a los antibioti­
cos usados en el tratamiento de la brucelo­
sis humana (tetraciclina, oxitetraciclina,
estreptomicina, y doxicicIina) y a la amika­
cina, ampicilina, cloramfenicol, carbenici­
lina, eritromicina, gentamicina, kanamici­
na, tobramicina, y trimetoprim-sulfame­
tazo1. La cepa RB5 I es resistente a la ri­
fampicina (esta resistencia la diferencia de
otros aislami ntos de Brucella) ya peni­
ciIina, cloxacilina, meticilina y oxacilina. La
cepa RB51 no transporta I gene de resis­
tencia a la streptomicina el cual se pre­
senta y expresa por ingenieria genetica de
mutantes de Brucella Tn5.

Genes bacterianos

El genoma de la cepa RB51 tiene dife­
rencias m nores que el genoma de la cepa
madre B. abortu 2308 cuando se exami­
na por las tecnicas corrientes. 2,3. La cepa
RB51 contiene un gene funcional eri para
el metabolismo del eritritol, el cual falta
en la Cepa 19. EI cultivo de laboratorio
pasaje 70a de la cepa RB51 no difirio de
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Cuadro 1. Criterios de Bioseguridad para Vacuna viva de Brucella.

I. No se pr sent n signos clfnicos de la enfermedad luego de 1a vacunacion.

2. La bacteria persist en los ganglios llnfaticos por >6 semanas pero <12 semanas.

3. La bacteria no persist en la circulacion sangufnea mas alla de 3 dias.

4. La bacteria no se presenta n las secreciones nasales, saliva, u orina.

5. Los anticuerpos sericos aparecen a los 14 dias despues de ]a int ccion
6. La inmunosupresion no causa recrudescencia.

7. No hay d plecion linfoide en ganglios que drenan el punto de vacunaci6n.

8. No hay cambios tisular s degen rativos 0 inflamatorios.

9. Las bac.terias recuperadas despues de 12 semanas d
, e desarrollo en I huesp d

son genetlcamente identicas a la cepa de la vacuna.

la Semilla Maestra cuando fue examina­
do por las tecnicas geneticas corrientes.
La tecnica en campo pulsaclo d gel la
electroforesis de restriccion d fragmen­
tos genomicos derivados- endonucleasa
rev la que la cepa RE51 se as meja estre­
chament con otras c pas de Brucella.-

Estabilidad en Vacunos

La cepa RB51 es g neticamente estab1e
en vacunos; no revierte a la viru1encia 0 a
la forma lisa despues del dt... sarrollo en
bovinos por 10 m nos durante 12 sema­
nas. 4 Tambien se ha demostrado que la
cepa RB51 es estable in vitro despues de
> 100 pasajes en cultivo cellar e in vivo
luego de pasajes seriados n ratones. 1

Viabilidad durante la Li Ifilizaci6n
Almacenamiento

EI proceso de liofilizacion de las sus­
pensiones de cepa RB51 causa aproxi­
madament una perdida. de 40/0 de bacte­
rias vivas. Aun d spues del almacena­
miento a temperaturas de -25 0 4 C por
hasta un ano la cepa RB51 liofilizada
retiene una excelente viabi1idad (>95%
y 75%, respectivamente).5

Dosis de la Vacuna

Las dosis subcutaneas de c pa RB5]
usadas para 1a vacunacion son: terneras,
lOa 34 mil millones de bacterias vivas;
adultos/hembras prenadas, 1.0 mil mi­
llones de bacterias vivas. Las dosis com­
parables de cepa ]9 son: terneras de 4
meses a un ano, 3 a 10 mil illones; va­
cunos adultos 0,3 a 1.0 mil millones de
bacterias vivas. 3

La dosis estandar de cepa : 9 era origi­
nalmente de 10 mil millones de celulas
vivas/ml ( 50 mil millon s/ dosis) en la
pru ba inicial y no menos d 5 mil mi­
Ilones/ml ( 25 mil millones/dosis) a la
~ cha de piracion. Posteriormente se
establecio una dosis reducida de cepa ]9
n 3 a 10 mil millones de celulas vivas

con edad limite para su aplicacion de 4 a
12 meses de edad. La dosis reducida esta
basada en datos sobre estudios con una
dosis protectora minima de 90 millones
a 4.5 mil millones de Unidades Forma­
doras de Colonias ( UFC) para terneras
d 3-6 meses de dad, y 100 millones a
90 mil millones para t rneras de 4 a 6
meses de edad. 7

Se estima que 2:] 00,000 terneras vacu­
nadas rebenen 1a cepa 19 hasta ]a edad
adulta. 7 En 23 vac s adultas examinadas
los tejidos en los cuales la cepa 19 fue
retenida fueron: ut ro/placenta 10, leche/
ubre 6, y contenido stomago fetal 2 con
aislamiento de rinon, capsula articular,
ganglio Hnfatico pr escapular 8

Los t jidos de los cuales se recuperaron
otros dos aislami ntos de cepa 19 no
fueron especificados.

En vacunos ha sido determinada la bio­
seguridad de la c pa RB5!. Los experi­
mentos fueron h chos en terneros para
d terminar la bios guridad de varias do­
sis ( 1 millon a 60 mil millones de UFC
SQ) y en vacas prefiadas para determi­
nar su abortigenicidad. (Cuadro 1).

VACUNACIONDE TERNERAS

Efecto clinico

La cepa RB51 es segura en todas las
edad s. No se presenta enfermedad clf­
nica y no hay evid ncias de efectos
patologicos en tej idos cuando se ad­
ministraron subcutaneamente dosis
elevadas de RB5! a terneros de 3 y 6
meses de edad. La vacuna de cepa
RB51 persiste por un perfodo suficien­
te para desarrollar inmunidad y es lue­
go eliminada de los tejidos del hues­
ped sin riesgos de p rsistencia hasta
la edad adulta. 9

En la necropsia de tern ros vacunados
con cepa RB5! no fueron observadas
lesiones patologicas. De acuerdo a in­
formacion de la Colorado Serun1 Com­
pany, 1a vacuna cepa RB51 induce

aproximadamente ] reaccion adversa por
mil10n de dosis vendidas.

Persistencia

Experimentos de bioseguridad hechos
con terneras Polled Hereford de 10 me­
ses de edad demostraron que la rep] ica­
cion de cepa RB51 en los ganglios linfa­
ticos que drenaban los lugares subcuta­
neos de vacunacion fueron apro imada­
mente similares que para la cepa 19, luego
de una semana de la vacunacion pero
declinaron mas rapidamente. La mayorfa
de los bovinos elimino las dosificaciones
de 10 mil millones de UFC de la cepa
RB5] antes de las 12 semanas postvacu­
nacion. (Cuadro 2).

Lesione Tisulares

E1 examen microscopico de terneros in­
fectados con la cepa RB51 demostro que
no se presentaron lesiones en el cerebro,
tracto genital, y en otras vfsceras. Los
ganglios linfaticos que dr nan los sitio
de vacun cion no mostraron evidencias
de destruccion linfoide. Artritis, una se­
cuela que puede presentarse en la vacu­
nacion con cepa 19, no fue observada en
terneros vacunados con RB51. Lesiones
histo1ogicas no fueron encontradas en ce­
rebro, higado, bazo, ganglios Iinfaticos (12)
pul mones, corazon, utero testiculos.

Diseminaci6n de ternero a ternero

La cepa RB5] no se transmite d terneros
vacunados a terneros no vacunados. Ter­
neras no vacunadas estabuladas con teme­
ras vacunadas no desarrollaron evidencias
bacterio1ogicas 0 serologicas d infeccion
con cepa RB51.
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Cuadro 2. urn ro de Brucella abortus vivas n ganglia linfatico preescapular que
drena los sitios de vacunacion ( prom dio de 6 biopsias ).

Semanas despues de la vacunaci6n
2 4 6 10 12

Inmunosupresion

La supresion quimica d la inmunidad
en t rneros vacunados no causo recru­
desc ncia de la c pa RB5t. La adminis­
tracion de de ametasona en terneros 12
semanas despues de la vacunacion, no
indujo crecimi nto de RB51, ni cambios
n la respu sta s rologica, u otras evi­

d ncias de recrud sc ncia d la cepa de
acuna. 4

VAC AC ONDEBOVINOS
ADULTOS

Una dosis r ducida de la cepa RB51 s
eficaz en vacas adu It s. 10 Las vacas vacu­
nadas con una dosis unica d 3x 10 9 0 1x
10 9 UFC 0 dobl vacunacion con 1xl 09

UFC previo al servicio fueron protegidas
contra el aborto 0 contra el desafio de
inD ccion intraconjuntival con 1 107 UFC
de la c p virulenta 2308 (Cuadro 3). 10

Cepa RB51 en vacas prefiada

La cepa RB51 causo 1 aborto en 820
vacas prefiadas las cuales fu ron vacu­
nadas en condiciones de campo con 1 mil
millones de UFC. A fin de examinar el
efecto abortigeno de la vacunacion usan­
do dosis y rutas de administracion in­
apropiadas, se administraron dosis d lO
mil millones de UFC de RB51 por fa
intrav nosa a 10 vaquillonas pren d s
los s is mes s de gestacion. I' Las aqui­
llonas fueron sacrificadas y fue e~ ctu ­
da la necropsia 6 semanas d spu' s de la
inoculacion (n=5) y en I parte normal
(n=5). La mayoria d las vaquillonas se
infecto con la cepa RB51 y desarrollo pI ­
centitis, perc solam nte una vaquillona
pari6 un ternero prematuro ( Cuadro 4).

Brucella abortu c pa RB5l fue culti a­
da de tejidos de vacas y ~ tos 8 s manas

o
o

1
2

29
43

82
1,205

1,185
21,896

4 355
3 748

RB5l
CEPA 19

uadro 3. Vaquillonas H reford (18 m ses de edad) fu ron vacunadas can B. abortus cepa
RB51 inmediatam nte d spues del s rvicio y desafiad s intraconjuntivalmente n
Ia mitad de Ia gestacion can B. abortus c pa 2308.

Dosificaci6n N Numero de Numero de Cepa 2308 recuperada de
Prefiadas aborto tejidos

Materno Fetal

3 109 UFC dosis unica 6 4 0/4 0/4 0/4

1x109 UFC dosis unica 7 7 0/7 0/7 0/7

1x 109 UFC doble dosis 6 4 0/4 0/4 0/4

No vacunadas 6 6 4/6 6/6 4/6

uadro 4. Vacas prefiadas (16 d 27 mes s d edad) fueron inocul das intravenosamente can 10 mil millones UFC
d B. abortus cepa RB51 a los 180 dias d prenez.

n= Tiempo en semanas umero de placentas Numero con Numero de

del examen despue infectada placentitis abortos 0 terneros

del desafio prematuros

5 8 semanas 4/5 4/5 0

I parte 4/5 4/5 1 *5 en

• t rnero prematuro debi 1
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despues de la inoculacion y n el mo­
mento del parto luego de la inoculacion a
los 180 dias de la gestacion. II Mu stras
de utero materno, placenta, hfgado, bazo,
y ganglios linfaJicos supramamarios es­
taban infectados con la cepa RB51 en
anlbos tiempos de la toma de muestras.
(Cuadro 5). De manera simil r mu stras
de higado bazo pulmon, ganglios linfa­
ticos bronquicos, e hisopos de recto fue­
ron positivos para la c pa RB51 en am­
bos tienlpos de la toma de las muestras.
Mu stras alantoideas fueron positivas 2/
5 a las 8 semanas pero todas las mues­
tras alantoideas y amnioticas fueron ne­
gativas n las muestras recolectadas aI
momenta d I parto.

En un segundo estudio se i vestigo los
f ctos de la administracion subcutanea

d 1mil millones de UFC de la cepa RB51
o 3xl08 de cepa 19 n la mitad de la
gestacion de hembras bovi as. 12 Las
vacas vacunadas con cepa 19 0 con cepa
RB51 no abortaron ni tuvieron nacimien­
tos prematuros.( Cuadro 6), Los tejidos
maternos y fetales recolectados n Ia
necropsia fueron negativos en los culti-

vos para la deteccion de Brucella spp. y
no presentaron lesiones histologicas de
brucelosis.

OTRAS ESPECIES ANIMALES

En Ia mayoria de las especies evalua­
das la cepa RB51 se mostro at nuada
y la el iminacion de la bacteria fue m' s
rapida comparad con otras cepas de
vacunas de B. abortu . Una xcepcion
es el bufalo americano ( "bison") en 1
cual la c pa RB51 p rsistio un tiempo
simllar a I cepa 19· 13 En estudios de
inocuidad en ratones campestres, cuer­
vos, venados, ardillas t rrestres la
cepa RB51 fue el1minada de los teji­
dos espl 'nicos y h paticos del v na­
do, raton y cu rvo a las 12 semanas y
no se obser aron ef ctos nocivos d
morbilidad 0 mortalidad. En la ardilla
terrestre la administracion oral de cepa
RB51 no indujo nferm dad clinica 0

mortalidad, aun cuando la c pa de va­
cuna fue recuper da del bazo de 4 de 7
ardillas terrestres 12 semanas despu' s
de la infeccion oral. 14

EFICACIADELAVACUN CIO
EXPERIMENTALDE VACUNO
CON CEPARB 51

Efecto de la Via de Vacunacion

En el vacuno la inyeccion subcutanea e
la unica via recomend da para el uso de
la vacuna RB51. Segun se ha demostra­
do, las terneras vacunadas subcutanea­
mente con RB51 quedan prot gidas con­
tra la infeccion y el aborto. L dosis d la
cepa virulenta de desaffo B. abortu 2308
(107 in 100ul ) fue administrada en I
saco conj untival (50ul/ojo). 9 La v cu­
nacion de vacunos con cepa 19 por via
conjuntival 0 intrapalpebral fue casi tan
efectiva como la vacunacion subcutanea
pero no tan practica. La vacun cion oral
con cepa 19 ha tenido exito; mi ntras qu
los estudios de administracion de 1
RB51 por via oral estan siendo efectua­
dos. Estos experimentos de vacunacion
oral en vaquillonas con cepa 19 han d ­
mostrado proteccion contra I aborto:
0/20 vaquillonas prefiadas vacun das
oralm nte y luego desafi das con la cepa

Cuadro 5. Cultivos b cterianos de tejidos de vacas y fetos despu' s de 1a adtninistraci6n intravenosa de 10 mil
millon s dt, UFC de B.abortus cepa RB51 a los 180 dfas de la pr nez.

Animal Tejidos Necropsia

8 semanas Parto/nacimiento
(n=5)

Vacas Placenta 4/5 4/5
Ganglios mamarios 2/5 0/5
Leche 0/5 1/5
Hisopos vaginales 0/4 1/5

Fetos Pulmones 4/5 2/5
Cont nido del cuajo 2/5 1/4
Sangre 0/5 2/5

Cuadro 6. Vacas pr fiadas ( 20 m~ses de edad) fu ron inoculadas subcutaneamente con 1 mil millones de UFC de B. aborlu
cepa RB51 0 con 3x 10 de UFC de B. abortus cepa 19 a los 180 dias de la preflez.

n= Vacuna Numero de placentas Numero de placentitis Numero de abortos
infectadas o terneros

prematuros

5 Cepa RB5t 0/5 0/5 0

5 Cepa 19 0/5 0/5
-

0

-
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2308 virulenta en la mitad de la gesta­
ci6n, no sufrieron aborto; mientras que
10/19 vaquillonas prefiadas controles abor­
taron (14 dieron cultivo positivo). 1~

Los sistemas baHsticos de apl ieacion de
Ia vacuna RB51 liofilizada estan sien­
do evaluados en I bufalo am ric no y
en eI ale.

Efecto de la dosis de vacunaci6n

Dosis altas de e pa RB51 dan respues­
tas inmunes detectables mas elevadas
que las dosis mas bajas. A fin de exami­
nar el efecto d la dosis sobre la protec­
cion, grupos de tern ras Polled Hereford
fueron vacunadas por via subcutanea a
los 7 meses con una dosis alta (32 mil
millones de UFC ) 0 con dosis bajas (16
mil millones de UFC) de la vaeuna RB51.
Las terneras fueron desafiadas con la c pa
virulenta 2308 a los 6 meses de prefiez y
fu ron examinadas para det ctar eviden­
cias de infeccion y aborto. Los datos
sugi r n proteeei6n similar de ]a vaeuna

RB5l alas dosis de 16 y 32 mil millones
de UFC. (Cuadro 7). 16

Efecto de la Edad de Vacunaci6n

A fin d determinar el efecto de la edad
de vacunaci6n, se uti Iizaron hembras
Polled Hereford las cuales fueron vacu­
nadas con 10 mil millones de UFC de la
vacuna RB51 a las edades de 3, 5, 6, 7, y
10 meses de edad, se cubrieron a los 16­
]8 m ses de edad , y fu ron desafiadas
con la cepa virulenta de B. abartu a los
6 meses de gestaci6n. 9.17,18 Las terneras
vacunadas a los 10 meses de edad pre­
sent ron los mas altos porcentajes de
protecci6n. ( Cuadros 8 y 9). Aun cuan­
do Ia vacunaci6n a los 5, 6,7 0 ] 0 meses
de edad tendi6 a dar proteeci6n equiva­
lente, hubo una tendencia a inducir me­
nor protecci6n en las edades mas j6ve­
nes ( 3 meses ). Las hembras qu r cibie­
ron la vacuna cepa 19 (n=22) estaban
protegidas contra la inf ccion en 95%
mientras que las hembras no vacunadas

controles (las cuales recibieron solucion
salina; n=47) tuvieron una alta inciden­
cia de infeccion y aborto.

CEPARB51 E OTRASESPECIE

Un estudio de la eficacia de la vacuna
RB51 ( 4x 10 10 UFC administradas sub­
cutaneams de la vacunacion, los carne­
ros fueron desafiados con 3x 109 UFC de
B. avis virulenta y fueron e aminados 8
semanas mas tarde. Tanto los controles
como los vacunados con la RB5} fueron
inf ctados en e] 100%; mientras que se
infecto I 68% de los carn ros vacuna­
dos con la vaeuna Rev-l (Cepa R v-I de
Brucella melitensi ).

PRUEBASENVACUNOSE
CAMPO

Pru bas en campo llevadas a cabo por
APHISI USDA (Drs. Mike Gilsdorf
Donald Evans) comenzaron en 1994 en
Kansas y involueraron ]a vacunacion de
vacas adultas en un rodeo (rebano) no

Cuadro 7. Eficacia de la Vacuna RB51 administrada ados dosis diferentes.
Terneras Polled Hereford fueron vacunadas subcutaneamente can 16 0 32 mil millones d bacterias
vivas, fueron servidas a los 16 - 18 meses de dad, y desafiadas can la cepa virulenta Brucella
abortus 2308 a los 6 meses de gestaci6n. 16

Edad de vacunacion Vacuna n= Brucella
(dosis) Aborto

7 meses RB51- alta 6 0

7 meses RB51- baja 6 0

20 meses RB51- baja 3 0

7 meses sol. salina 6 2

Cuadro 8. Eficacia de la Cepa RB51 usada en cinco dades diferentes de vacunaci6n

Edad de vacunacion Proteccion contra la infeccion
% protegidas ( infectadas/desafiadas)

RB51 CEPA 19 CONTROLES

10 meses de edad 950/0 (1/20) 100% (0/6) 450/0 (6/11)

7 meses de edad 83 % (4/23 ) 800/0 (1/5) 360/0(7/11)

5-6 meses de edad 690/0 (8/26) }000/0 (014) 50% (7/14)

3 m ses de edad 610/0 (7/18) 100% (0/4) 27% (8/11)

Todas las edades 78% (20/87) 950/0 (1/19) 400/0 (28/47)
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Cuadro 9. Proteccion contra el aborto conferido por la acuna RB51 y la cepa 19 n diferentes edades de vacunacion.

Edad de Vacunalcion Proteccion contra el aborto
% protegido ( abortadas/desafiadas)

RB51 CEPA 19 CONTROLES

10 meses de edad 100% (0/20) 100% (0/6) 45% (6/11)

7 mes s de edad 100% (0/23) 100% (0/6) 64%(4/1])

5-6 mes s de edad 92% ( 2/26) 1000/0 (0/4) 640/0 (5/14)

3 m s s de edad 87% (2/15) ]00% (0/4) 55%(5/11)

Todas las edades 95% (4/84) 100% (0/19 58% (20/47)

in~ ctado y en tres rodeos (rebanos) in­
f ctados (Cuadro 10). Las vacas recibie­
ron vacuna liofilizada pre arada en el
National Animal Disease Cent r a una
dosis de 1 mil millones de CFU de B.
abortu cepa RB51 ( cepa A.RS-l).

Los rod os (rebanos) 1, 2, y 4 estaban
cuarentenados n 1mOlllento de la va­
cunaci6n d bido a la identificacion de bo­
vinos infectados con B. abortu . Los ro­
deos (rebanos) 1 & 2 han sido despobla­
dos. SD= Sin datos.

Como parte del proceso de obtenci6n de
la licencia ( permiso, autorizacion), Co­
lorado Serum Company efectuo pruebas
d campo en las cual s fueron adminis­
tradas dosis de 1 mil millones de UFC de
RB51 a mas de 1500 bovinos adultos,
de ellos mas de 800, se confirmo, esta­
ban prenados. Lu go del ex arnen bacte­
riologico, serologico e hist610gico de las
mu stras obt nidas despues d I aborto,
I cepa RB 51 fue incriminada como cau­
sante d u.n aborto y se diagnosticaron

otros 6 abortos qu no fueron causados
por la vacunacion con la cepa RB51. EI
papel potencial d la cepa RB51 en dos
abortos ad icional s ocurridos en estos
estudios s desconoce y que no fueron
obtenidas muestras para el analisis de
laboratorio. Los efectos de la dosifica­
cion de la cepa RB51 n vacas prenadas
s d sconocido. Sin embargo, la cepa

RB51 fue recuperada de tej idos fetal s
lu go d distocia pres ntada en una va­

. quillona la cual fue vacunada con la do-
sis de ternera (1-3.4 10 10 UFC) en la
mitad de la gestacion' 20

DETECCION DE VACUNOS
INFECTADOS EN
LABORATORIO YEN CAMPO

Pruebas Serol6gicas Estandar para
Brucelosis

Los sueros de bovinos vacunados con
cepa RB51 no contienen nticuerpos que
reaccionen en I s pru bas diagnosticas

corrientes para bruc losis. En los acu­
nos, no son inducidos los anticuerpos de
la cad na 0 los cuales reaccionan n las
pruebas serologicas que usan lipopoli­
sacaridos como antigenos (pruebas s­
tandar en tubo, prueba de la tarjeta, riva­
nol, PCFIA) 21 Los vacunos adultos no
sufren s roconversion detectable en las
pruebas de vigilancia. La vacunaci6n con
la cepa RB51 en bovinos adultos que ha­
bian recibido la vacunaci6n con cepa ]9
cuando eran terneras, no indujo respu s­
tas serologicas en las pruebas convencio­
nales de vigilancia. 22 EI fracaso d la c pa
RB51 para producir anti cuerpos de la ca­
dena 0 tambien se ha demostrado n otras
especies (caprino, conejo, raton). I

Vacunos vacunados con c pa RB5] e
infectados con la cepa virulenta 2308
desarrollan anticuerpos los cuales reac­
cionan en las pruebas serol6gicas est' n­
dar. Los vacunos vacunados con cepa
RB51, luego de desafiados con la cepa
virulenta 2308 muestran respuestas po-

Cuadro 10. Pruebas de campo con B. abortu cepa RB5l.

odeo (rebano) I, 2, y 4 staban cuarentenados 11 1 mom nto d fa va unaclon d bide a la l"delltl'fl'cac"o' db· . f d
b 1 11 e 0 IllOS 111 ecta as can B

a orflls. Los rodeo (rebanos) I & 2 han sido de poblados. D= Sin dato . "

Rodeo ( rebafio) n Fecha de vacunacion Estatus
No. nacimientos CuJtivos

Positivos

1 25 12-3-94 13 2

2 99 12-22-94 >35 SD

3 57 3-20- 95 >18 0/22

4
I

15 7-27-95 SD
L r -
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sltlvas n la prueba estandar de tubo,
pero a diferencia de las respuestas de los
vacunos no vacunados e inf ctados, los
titulos s rologicos disminuyen progre­
sivamente.

Pruebas serologicas para la cepa
RB51

Las evidencias s rologicas de la vacuna­
cion con c pa RB5] s hac n con la prue­
ba del' dot blot" la cua] detecta la res­
puesta de anticuerpo contra las protei­
nas bacterianas gamma- irradiadas de la
RBSt. 23 Los titulos de anticuerpos son
significativamente mas altos en los va­
cunos a los cuales se ha dado una dosis
d 30 mil millones de CFU de la cepa
RBSl, comparados con los titulos de los
vacunados con una dosis de 15 mil mi­
llones. Los vacunos vacunados can Cepa
RBS1 producen anticu rpos contra, pOl'
10 menos, la membrana proteica externa
(sup rficial s) 4 0 S de B. abortu . Es­
tas proteinas han side aisladas para usar­
I s n el desarrollo de una prueba diag­
n6stica mas especifica. 24

Prueba Cutanea

La prueba cutanea de sensibilidad espe­
cifica por medio de inyeccion intrader­
mica de brucelina no distingu entre va­
cunos infectados con cepa 19 yaquellos
infectados con una cepa d B. abortu

irulenta de canlpo ya qu ambos gru­
pos reaccionan dando pruebas cutaneas
positivas. Los vacunos vacunados con
RBS] no reaccionan a la inyeccion intra­
dermica d brucelina estandar. 24

Inmunidad celular mediada

Los vacunos vacunados con RBS 1mues­
tran in vitro evidencias de inmunidad
m diada pOl' c'lulas. Los linfocitos ais­
lados d ganglios linfaticos de vacunos
vacunados con RB51 respond n de ma­
n ra similar a aquellos proced ntes d

acunos que r cibieron cepa 19. 25

dentificacion Bacteriologica

Lo metodos pr sentes para el cultivo
de la c pa RBS1 incluy n el plaqueado
en placas de agar triptosa cont niendo
S% d suero bovino. Usualmente, el de­
sarrollo s presenta a los 4 -S dias d
incubacion. EI subcultivo es s guido pOl'

la v rificacion de las caracteristicas con­
sistent s, morfologicas y bioquinlicas
de la c pa RBS1. Se ha desarrollado un
medio selectivo que facilita el aislamiento
e identificacion de la cepa RB51 y per­
mite su diferenciacion d las cepas de B.
abortus experim ntales y las c pas de
catnpo. 26

Un prueba rapida ( abortus, mel it nsis,
ovis, suis: " AMOS" PCR TEST), basa­
da en la tecnologia de la cadena polime­
rasa, puede ser usada para I id ntifica­
cion diagnostica especifica de la cepa
RBS1. La prueba "AMOS" distingue la
cepa RBS1 de otras c pas virulentas de
B. abortu aisladas en el canlpo, en 8
horas, mientras que las tecnicas bacte­
riologicas estandar s requier n varios
dias para dif renciarlas. La prueba
, AMOS" no permite di~ renciar la cepa
RB51 d su c pa madre 2308. El analisis
genetico ha demostrado una segunda re­
disposicion gen 'tic la cual difer ncia
la cepa RBS1 de la c pa 2308. Esta re­
disposicion es stable y ha side mante­
nida en todos los aislamientos de I RB51
probados hasta el presente, y podria s r
usado para desarrollar una prueba dife­
renci I· 2

CEPARB51ENELBUFALO
AlVIERICANO YEN ELALCE

La infeccion con B. abortu del bufalo
americana y el alce n el Y Ilowstone
.Nation 1Park es una fuente potenci I de
infeccion del vacuno y d la persist ncia
de la brucelosis n Estados Unidos. Los
estudios en el bufal0 am ricano indican
que la cepa RBS1 puede ser un fectivo
agente inmunizant . Los bufalos ameri­
canos vacunados subcutaneam nte con
RBS!, tien n un pico menor d numero
de bacterias en los tejidos de los gangllos
linfaticos, mas bajo titulo de anticuer­
pos, y eliminan las bacteri s mas lenta­
m nte que los vacunos' 12,27,28 La c pa
RB5] s localiza pr dominant ment en
los tej idos de los gangI ios Iinfaticos de
los bufalos y no parece causar I sion s
histol6gicas adversas. 28

En los bufalos americanos la vacunacion
de tern ros con la cep RBS1 no disemi­
na la infeccion a terneros virgen s esta­
bulados con 110s 0 alojados en el mismo
ambiente. 27 En los bufalos ha sido de-

mostrada la respuesta celular mediada a
antigenos de B. abortus iniciandose a las
12 semanas y las respuesta son simila­
res a las que se observan en los vacunos
vacunados. 27 Las bufalas vacunadas con
RBS1 en la edad JOY n ( t rneras) que­
daron protegidas contr la in~ ccion y
aborto, cuando fueron desafiadas en la
mitad de la gestacion con la cepa viru­
lenta 2308. 29

La vacunaci6n con RBS I cn la dad adul­
ta de bufalas prefiadas la cepa RBS1
indujo aborto (2/8) y placentitis cuando
se aplico a Ia dosis de !09 UFC, dosifi­
caci6n que ha demostrada ser segura en
bovinos. 30 Los datos sugieren que la
bufala vacunada en I segundo tri mestre
de la gestacion es probable que aborte.

INFECCIONHUMANA

Han ocurrido infecciones accidental s de
humanos con B. abortus cepa RB51 si
bi n, no hay conocitni nto d signos cH­
nicos adversos que hayan sido informa­
dos al C nter for Disease Control en
Atlanta GA. Sin embargo, la patogeni­
cidad de la cepa RBS1 para los humanos
esta aun p ndiente de determinacion.

COMERCIALIZACIO

No existe patente para la B. abortu
cepa RB5 I. Los cientificos e institu­
ciones que desarrollaron (Dr. Schurig
Virginia Polytechnic Institute) y pro­
baron (National Animal Dis ase Cen­
ter, ARS) la cepa RB51 han publ icado
sus datos, y esto impide la adquisi­
cion y registro de patente.

EI potencial del uso de la vacuna RBS1
en Estados Unidos ha sido estimado
en 10 millones de dosis anual s duran­
te 10 afios.

Actualmente la cepa RB51 se r cono­
ce como vacuna oficial en 49 estados
con, pOl' 10 menos, 20 stados que no
autorizan el uso de la vacuna cepa 19.
( Alasl a no autoriza la vacunaci6n d
los vacunos contra la bruc los1s).

Se anhcipa que APHIS recomendanl
suspend r 1 usa de la cepa 19, 0 1­
ternativamente, reductr severament
su usc, una vez que la vacuna comer­
cial de cepa RBSI obtenga aprobaci6n
oficial completa.
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