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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el grado de
proteccién de una cepa mutante de Brucella abortus S19
(MS19) en hembras bovinas. Se seleccionaron 41 teme-
ras, no vacunadas y seronegativas a brucelosis. A los 6-
8 meses de edad se dividieron en: grupo A (n=14) vacu-
nadas con cepa S19; grupo B (n=11) vacunadas con cepa
MS19; grupo C (n=12) y grupo D (n=4) controles sin va-
cunar. A los 15-17 meses de edad las vaquillonas fueron
servidas y a los 5 meses de prefiez se desafiaron las
vacunadas y 12 controles via conjuntival con 100l de
una suspensién de 5x10” bacterias/ml B. abortus 2308.
Las vaquillonas del grupo D fueron vacunadas a los 5
meses de prefiez con MS19. Los grupos fueron separa-
dos al momento del desafio. Iniciados los abortos/pérdi-
da de termeros, se obtuvieron muestras de: liquido de
abomaso y pulmén de fetos/terneros no viables y de
mucus cérvico-vaginal y calostro de las madres. Finali-
zada la paricion, los temeros logrados fueron: grupo A
11/14 (78.6%); grupo B 5/11 (45.5%); grupo C 3/12
(25.0%), grupo D 4/4 (100%). Todas las hembras del gru-
po B eliminaron B. abortus 2308 en las secreciones ana-
lizadas. Estos resultados indican que bajo estas condi-
ciones, la cepa MS19 no provee una adecuada protec-
cién. Futuros ensayos deberian realizarse con el fin de
investigar la utilidad de MS19 como cepa vacunal.

SUMMARY

The purpose of the present work was to evaluate the
protection rate of a mutant strain Brucella abortus S19
(MS19) in bovine female. Forty one female calves, non
vaccinated and seronegative to brucellosis. At 6-8 months
old were grouped in: group A (n=14) vaccinated with strain
S$19; group B (n=11) vaccinated with strain MS19; group
C (n=12) and group D (n=4) non-vaccinated control. At
15-17 months age, heifers were naturally service and at
5 months of pregnancy all the vaccinated heifers and 12
controls were conjunctively challenged with 100p of 5x107
viable cells/mi of B. abortus 2308. Heifers of group D were
vaccinated at 5 months of pregnancy with MS19. Groups
were separated at challenge time. When abortion/perinatal
losses started, samples were taken from: abomasal fluid
and lung of fetuses and cervico-vaginal mucus and
colostrum of dams. At the end of calving season, calves
obtained were: group A 11/14 (78.6%); group B 5/11
(45.5%); group C 3/12 (25.0%), group D 4/4 (100%). All
females of group B shed B. abortus 2308 in the secretions
analyzed. These results suggests that under conditions
of this trial, strain MS19 do not provide adequate
protection. Further works should be done in order to clarify
the potential role of this vaccine candidate strain.

INTRODUCCION

Brucella abortus es el agente causal de la brucelosis
bovina. Esta enfermedades considerada la causa mas
frecuente de abortos en Argentina (Campero et. al., 2003).
Se estima que entre un 10 a 13% de los establecimien-
tos estan infectados y la tasa individual es del 2 al 5%. A
partir de 1998, con la diferenciacién de precio para la
leche proveniente de tambos libres de brucelosis, se ob-
serva una disminucién de la prevalencia de la enferme-
dad en esta categoria (prevalencia individual entre 2 y
2,5%) (Samartino, 2002). La vacunacién de terneras en-
tre los 3 y 8 meses de vida con la cepa de B. abortus S19
es obligatoria en nuestro pais. Esta vacuna confiere un
70% y 55% de proteccién contra el aborto e infeccion,
respectivamente (Alton, 1978). Existen pese a ello algu-
nas limitaciones sobre su uso dada la persistencia de
titulos serolégicos en animales vacunados a mayor edad
(Brincley Morgan and Mackinnon, 1979; Herret. al., 1982),
riesgo de infeccién humana (Alton et. al., 1988), que el
desarrollo de nuevos inmundégenos. Mediante el empleo
de técnicas de ADN recombinante se obtuvo una cepa
mutante de B. abortus S19 (MS19). Dicha cepa posee
mutaciones que afectan a dos proteinas, una de 26 kDa
(BP26) y otra de 18 kDa (BMP18), de las cuales se des-
conoce su funcién biolégica (Campos et. al., 2002). La
proteina BP26 es reconocida en los sueros de bovinos
infectados y, en mucho menor grado, por sueros de bovi-
nos vacunados (Rossetti et. al., 1996). La ausencia de
anticuerpos contra dicha proteina en los sueros de ani-
males vacunados con esta cepa mutante, permitiria
discriminarios de los animales infectados con las cepas
de campo. Por otro lado, la falta de expresi6n de la pro-
telna BMP18 en la cepa vacunal MS19 hace que la mis-
ma resulte mas atenuada que la $19. En ratones esta
cepa mutante confirié una proteccién semejante a la otor-
gada por la B. abortus S19 ante el desafio con B. abortus
2308 (Campos et. al., 2002). El objetivo del presente tra-
bajo fue evaluar el grado de proteccién de esta cepa
mutante MS19 mediante la vacunacién en terneras y
posterior desafio con una cepa patégena de B. abortus
durante la gestacion.

MATERIALES Y METODOS

Animales, vacunacion y servicio

Se seleccionaron 41 terneras Aberdeen Angus, Hereford
O sus cruzas, provenientes de un rodeo seronegativo de
las Rerservas ganaderas del INTA, Balcarce, Argentina,
de 2 a 4 meses de edad, no vacunadas contra brucelosis
y serologicamente negativas a la enfermedad. A la edad
de 6-8 meses fueron agrupadas a saber: grupo A (n=14)
vacunadas con cepa S19 comercial por via subcutianea
(sc) con 2 ml de una suspensién de 2x10" unidades
formadoras de colonias (UFC); grupo B (n=11)
inmunizadas por igual via, volumen y concentracién de
UFC que las del grupo A pero con la cepa mutante MS19;
grupo C (n=16) tereras controles sin vacunar. A los 15-
17 meses de vida, las vaquillonas fueron servidas en for-
ma natural durante 45 dias con 4% de toros sanos pro-
venientes de rodeos libres de brucelosis. Una vez confir-
mada la prefiez, lodas las vaquillonas se mantuvieron
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juntas en un lote de pastura ariificial con buena disponi-
bilidad y bajo observacién diaria hasta el momento del
desafio.

Técnicas de laboratorio, desafio

Cuando las vaquillonas alcanzaron los 5-6 meses de pre-
fiez, se desafiaron todas las vacunadas y a 12 de las
controles, mediante instilacién por via conjuntival con 100
! de una suspensién de 5x107 bacterias/ml con la cepa
B. abortus 2308. Cuatro animales controles sin vacunar
(Grupo D) fueron vacunados en esta instancia con la cepa
mutante MS19 por via sc con 2 ml de una suspensién de
3 x 10" UFC, estos animales no fueron desafiados con
la cepa 2308 de B. abortus.

Post desafio los grupos de animales se separaren en
potreros independientes hasta finalizada la paricién rea-
lizando observaciones diarias (4 veces por dia).

Al momento del aborto o nacimiento de terneros, se ob-
tuvieron muestras de mucus cérvico-vaginal (MCV) y
calostro materno (puncién de la gldndula mamaria a ni-
vel de la cisterna con tubos Vacutainer-para cultivo bac-
terioldgico. Cuando fue factible, se recolectaron mues-
tras de placentas, fetos/terneros prematuros no viables
para aislamiento de B. abortus (liquido de abomaso, pul-
maén, bazo y placentomas). Los tejidos fueron cultivados
en placas de agar sangre Columbia y agar Skirrow e in-
cubadas a 37°C en atmdsfera con 10% de CO2 y obser-
vadas cada 48 hs durante 7 dias, en busca de colonias
sospechosas de B. abortus identificindose las colonias
adecuadamente (Alton et al., 1988, Terzolo, 1991). En
forma similar, dicho material fue procesado para el diag-
néstico de otros patégenos de la reproduccion (Campe-

ro et al. 2003). Si bien los fetos o natimortos fueron pro-
cesados mediante técnicas de necropsia e
histolégicamente, dicha informacién no se presenta en
este trabajo. Las pruebas realizadas para la el diagndsti-
co serologico de brucelosis fueron: Buffer Plate Antigen
(BPA), Seroaglutinacién en tubo (SAT) y 2-Mercaptoetanol
(2-ME) (SENASA, 1995).

RESULTADOS

Todas las vaquillonas utilizadas en este estudio fueron
seroldgicamente libres de evidencia de brucelosis al
momento de la vacunacién, no observandose reaccio-
nes adversas locales y/o generales, ocasionadas por la
vacunacion. Todos los animales inmunizados desarrolla-
ron respuesta serolégica postvacunacion a las pruebas
realizadas, los titulos desaparecieron al momento del
desafio con B. abortus 2308. Luego de desafiadas, to-
das las vaquillonas vacunadas y 11/12 de las controles
presentaron serologia positiva denotando respuesta in-
mune a la infeccion con la cepa virulenta B. abortus 2308
(datos no presentados). A partir de los 30 dias post de-
safio se observaron abortos (Tabla 1), nacimientos de
termneros prematuros, muertes perinatales en cada grupo
experimental.

En el grupo C, una de las vaquillonas no presenté evi-
dencia de infeccién por Brucella abortus postdesafio, las
pruebas seroldgicas fueron negativas, parié en la fecha
prevista un ternero normal y los cultivos bacterianos de
calostro y MCV fueron negativos a dicha bacteria.

Los aislamientos de B. abortus a partir de fluidos mater-

Tabla 1: Pérdidas reproductivas y terneros logrados en cada grupo finalizada la paricién

Pérdidas reproductivas
Grupos N° de Terneros Abortos Prematuros y muertes
vaquillonas logrados perinatales
A: vacunadas 14 11 (78.6%) 0 3
con S19
B: vacunadas 11 5 (45.5%) 1 5
con MS19
C: controles 12 3 (25.0%) 2 7
sin vacunar
D: controles 4 4 (100.0%) 0 0
vacunadas MS19
en la gestacion

Tabla 2: Aislamientos de B. abortus 2308 de fetos y vacas abortadas o con terneros no viables

Grupos MCV Calostro Pulmén-Bazo Lig. de abomaso
A 2/3 1/3 1/3 1/3
B 6/6 4/6 4/6 2/3
Cc 9/9 8/9 9/9 5/8
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Tabla 3: Eliminacion de B. abortus al momento del parto en vaquillonas con terneros viables

Grupos MCV Calostro Aislamiento de B. abortus
A 411 3/11 Cepa 2308
B 5/5 3/5 Cepa 2308
C 01 01 S/A*
D 2/4 2/4 MS19
* S/A: sin aislamiento

nos y organos fetales se detallan en las Tablas 2. En la
Tabla 3 se detallan los aislamientos de B. abortus en flui-
dos maternos de vaquillonas con terneros viables.

DISCUSION

Se confirma que la dosis, via de inoculacién y el momen-
to de la gestacion de la cepa utilizada para el desafio
fueron adecuados considerando los aislamientos y las
pérdidas provocadas en el grupo control, en coinciden-
cia con otros autores (Richard et al, 1987; Cheville et al,
1993). Los tejidos y fluidos seleccionados para el aisla-
miento bacteriolégico de B. abortus fueron adecuados
en concordancia con otros estudios (Richard et al, 1987,
1990). Considerando el elevado nimero de aislamientos
a partir del calostro, se sugiere su incorparacion en el
diagnéstico de rutina de la brucelosis. Se confirma la pre-
sencia de resistencia natural a la enfermedad en 1/12
(8.3%) vaquillonas controles no vacunadas y desafiadas.
En el presente trabajo, los porcentajes de proteccién con-
tra el aborto y la infeccién en el grupo vacunado con S19
fueron levemente mayores a los descriptos por otros au-
tores (Acha y Szyfres, 1986; Alton, 1978; 1986; Torioni
de Echaide et al., 1988).

Las vaquillonas del grupo B tuvieron el mayor porcentaje
de terneros no logrados y aquellas que lograron terneros
viables, eliminaron B. abortus 2308 en al menos una de
las secreciones muestreadas. Por ello se infiere que, bajo
las condiciones de estudio, la protecciéon contra la infec-
cién y el aborto no fue la adecuada. En cuanto al riesgo
de utilizacién de la vacuna con MS19 en hembras prefia-
das con 5 meses de gestacién, si bien no se produjeron
abortos, 2/4 eliminaron la cepa vacunal al momento del
parto (MCV vy calostro). Futuros ensayos deberian reali-
zarse a los fines de mejorar la proteccién lograda con el
antigeno vacunal utilizado en el presente trabajo.
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