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RESUMEN: Para evaluar la eficacia de la cepa S19 de Brucella abortus en hatos bovinos del municipio
de Actopan, Veracruz que presentan una prevalencia baja de brucelosis, se emplearon 162 hembras
procedentes de tres hatos, con practicas de manejo y alimentacion similares; estas fueron
seleccionadas de manera aleatoria y divididas en dos grupos de 81 animales cada uno. Al primer
grupo se les administré 2 mL de cepa S19 de Brucella abortus, con dosis clasica (5 X 10%° Unidades
Formadoras de Colonias) a las becerras de tres a seis meses de edad y con dosis reducida (3 X 102
a 3 X 10° Unidades Formadoras de Colonias), a las hembras de mas de seis meses, incluso gestantes.
El otro grupo se manejé como grupo control sin vacunar. Todos los animales fueron muestreados
para serologia cada tres meses durante 18 meses. Los sueros se procesaron por la prueba de tarjeta
como tamiz y los reactores fueron confirmados por la de Rivanol segin la NOM-041-Z0O0-1995.
Los resultados se analizaron con Chi-cuadrado (X?) y riesgo relativo (RR). La prevalencia inicial
fue de 0% para ambos grupos. En el primer muestreo post vacunacion, cinco animales
pertenecientes al grupo vacunado, resultaron positivos a la prueba de Rivanol, para una prevalencia
de 3.3% y aunque en el resto de los muestreos, la seroconversion disminuyd, dos hembras del
grupo vacunado se mantuvieron como positivas para una prevalencia final de 2%. EI grupo control
mantuvo en 0% la prevalencia durante todo el estudio. Se concluye que la cepa S19 de Brucella
abortus no es recomendable en hatos con prevalencia baja debido a que induce la produccion de
anticuerpos postvacunales que se conservan hasta por més de 18 meses, lo que interfiere con el
diagnostico oficial de la brucelosis.
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EVALUATION OF Brucella abortus S19 STRAIN FOR THE CONTROL OF BOVINE
BRUCELOSIS INACTOPAN MUNICIPALITY, STATE OF VERACRUZ, MEXICO

ABSTRACT: For evaluating the efficacy of Brucella abortus S19 strain in bovine herds with a low
brucellosis prevalence, 162 females were randomly selected from three herds with similar
management conditions and feeding in Actopan, Ver. and then divided into two groups of 81 each.
The first group was vaccinated with 2 ml of S19 Brucella abortus strain suspension with 3 X 108 to
3 X 10° colony forming units (CFU) dose for females older than six months including pregnant and
those between three and six months with 5 X 10 CFU. The other one was used as unvaccinated
control group. All selected animals were blooded every three months for 18 months. Collected
serum was processed by card test (CT) as screening assay and reactors were confirmed by Rivanol
test (RIV) in agreement with NOM - 041 — ZOO - 1995. Results were analyzed by chi square (Xi?)
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and relative risk (RR). Initial prevalence was 0% for both groups. At first sampling after vaccination,
RI1V identified five positive animals from the vaccinated group for 3.3% prevalence; nevertheless,
serum conversion decreased to 2% for the next sampling. Thus, two females from the vaccinated
group remained as positives during the remaining samplings, so final prevalence was 2%. The control
group kept 0% prevalence during all study. It was concluded that to vaccinate low prevalence herds
with Brucella abortus strain S19 is not useful due to serum conversion inducing antibodies than
could remain over 18 months, thus interfering with official diagnosis procedures for brucellosis.

(Key words: brucellosis; Brucella abortus; S19 Brucella abortus strain; vaccine; low prevalence)

INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad de alta
contagiosidad que afecta diversas especies animales,
se transmite al hombre y constituye una zoonosis que
es aun motivo de preocupacion a nivel mundial (1). Si
bien la enfermedad humana ha estado asociada a un
reservorio animal, la complejidad de la interaccion en-
tre humanos y animales se ha incrementado en los
ultimos afos ante la aparicién de nuevas especies (2).
La enfermedad es de curso cronico, afecta de forma
severa la salud del animal al ocasionar abortos en va-
rias especies de importancia zootécnica, lo que gene-
ra un impacto econémico negativo en la industria por
las importantes pérdidas originadas en la produccion
de carney leche (3).

La fuente primaria de infeccion esta representada
por las hembras gravidas que, al abortar o parir, expul-
san grandes cantidades de esta bacteria con el feto, el
liquido amnidtico y las membranas fetales (4,5). La via
de penetracion mas importante es la oral, debido a la
ingestion de pastos, forrajes y agua contaminados (6).

Aunque el aislamiento de Brucella a partir de teji-
dos o fluidos corporales es la prueba definitiva en el
diagnéstico de la enfermedad, pues indica que el ani-
mal esté infectado; la serologia es el recurso mas uti-
lizado para el diagndstico de la brucelosis y se basa
por lo general en métodos de aglutinacion como las
pruebas de tarjeta y Rivanol y, la de fijacion del com-
plemento (7,8).

Las estrategias de combate para la brucelosis bo-
vina, son bastante conocidas y pueden ser resumidas
en vacunacion, certificacion de hatos o rebafios libres
mediante pruebas indirectas, control de desplazamien-
tos de animales y sistema de vigilancia especifico. Sin
embargo, los resultados alcanzados, varian mucho,
ya que hay registros de éxitos y fracasos citados en la
literatura especializada (9).

Las vacunas que se han utilizado en los dltimos
afios para el control de la brucelosis bovina son las
cepas S19 y RB51 de Brucella abortus (10). La cepa
S19 fue aislada como cepa virulenta en 1930 por el Dr.
John M. Buck, a partir de leche de vaca (10); la bacte-
ria es incapaz de crecer en presencia de eritritol, por-
que ha perdido entre sus loci el gen Eri que le sirve
para codificar la enzima necesaria para su utilizacion.
Esta vacuna es de baja patogenicidad, alta
inmunogenicidad y buena antigenicidad (11); sin em-
bargo, la principal desventaja para su uso, es la gene-
racion de anticuerpos en las hembras vacunadas y que
interfieren con las pruebas diagnésticas mas utiliza-
das que emplean antigenos con lipopolisacaridos (LPS)
lisos. Estos LPS lisos estan presentes tanto en la cepa
utilizada en la vacunacién como en las cepas de cam-
po, lo que indica que son similares de forma antigénica,
ademas de que explica la similitud de la respuesta
inmune que existe entre un animal vacunado y uno
infectado (12).

Del mismo modo ocurre con el resto de las cepas
lisas del género Brucella, por lo que los individuos va-
cunados con esta cepa pueden ser identificados como
positivos por un considerable periodo de tiempo al usar
las pruebas convencionales que emplean antigenos li-
s0s (13,14,15).

En México, se confirmé esta enfermedad en 1905
y a partir de esta fecha, ha causado grandes pérdidas
a la ganaderia; pero ademas, constituye uno de los
mas importantes problemas de salud publica para el
pais (4). Lavacuna cepa S19 de B. abortus es utiliza-
da desde 1942 a partir de la presencia de abortos cau-
sados por brucelosis; sin embargo, fue en 1971 que se
inici6é el Programa Nacional contra la Brucelosis (10)
cuyo objetivo fue determinar la situacion epidemiolégica
mediante pruebas diagndsticas y prevenir la enferme-
dad a través de la vacunacion.
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El programa fue reforzado por los gobiernos federal
y estatal y, por las organizaciones de productores (16).
Como resultado de ello, se intensificaron las acciones
para el control de brucelosis con la publicacion en el
Diario Oficial de la Federacién (DOF) en agosto de
1996, de la Norma Oficial Mexicana NOM-041-ZOO-
1995 «Camparfia Nacional contra la Brucelosis en los
Animales», que es de cumplimiento obligatorio en todo
el territorio nacional.

En el municipio de Actopan, Veracruz, existe un
predominio de rebafios bovinos en sistema extensivo
de doble proposito, que mantienen una prevalencia baja
de brucelosis y estan en constante riesgo, con las
consiguientes pérdidas econémicas y amenaza para
la salud de la poblacién, por lo que el objetivo del tra-
bajo fue evaluar la vacunacién con cepa S19 en el con-
trol de la enfermedad en estos rebafios.

MATERIALY METODOS

La investigacion se realiz6 en el municipio de
Actopan, Veracruz, México que se encuentra localiza-
do en la zona centro del estado. Tiene una ubicacién
geografica de 19° 30’ de latitud norte y 96° 37’ de lon-
gitud oeste, a una altitud de 260 msnm. El clima es
templado-himedo-regular, con una temperatura media
anual de 24.8 °C. La precipitacion media anual es de
860.1 mm con lluvias abundantes en el verano y a prin-
cipios del otofio, pero de menor intensidad el resto del
afo. Tiene una superficie de 68,320 ha. dedicadas a la
ganaderia, en donde se ubican hatos con actividad de
criay produccion de animales. Cuenta con 32,782 ca-
bezas de ganado bovino (17).

Los hatos que se utilizaron se dedican al sistema
de produccién de doble propésito. El tipo de ordefio es
manual y durante el ordefio las crias son utilizadas
para el apoyo de la vaca. Las animales tienen diferente
encaste de Brahman y Sardo Negro con razas euro-
peas de Bos taurus como Holstein Friesian, Suizo
Americanoy Simmental.

Los hatos utilizados carecen de un programa de
bioseguridad que incluye actividades de limpieza y
desinfeccion dentro de todas sus areas. Las instala-
ciones con las que cuentan son risticas y con poca
tecnologia. Asimismo, los animales que mueren o los
restos de placentas desechados por aborto o parto
normal, no se procesan para disminuir las fuentes de
infeccion.

Para calcular el tamafio de la muestra y conformar
los grupos vacunado y no vacunado se empleé el pro-
grama Win Episcope 2.0 bajo la modalidad de encon-
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trar la diferencia entre las proporciones. Se asumio
una proporcion esperada de 6% de animales positivos
a brucelosis en la poblacién vacunada y de 20% de
animales positivos en la poblaciéon no vacunada, con
un nivel de confianza del 95% y una potencia del 80%
(18). De tal manera, el tamafio de muestra se estimo6
en maximo 88 animales por grupo.

En una primera etapa, se desarroll6 un estudio
epidemioldgico transversal para identificar hatos infec-
tados de forma natural con brucelosis y conocer su
prevalencia. Sélo fueron considerados los hatos en sis-
temas extensivos de doble propésito en clima tropical
y sin antecedentes de vacunacion contra brucelosis.
Asi en una segunda etapa, se ubicaron tres hatos que
reunieron las caracteristicas necesarias para la reali-
zacion del ensayo.

Las hembras seleccionadas, fueron divididas en
dos grupos de aproximadamente igual nimero; uno
de ellos correspondio al vacunado y el otro, al control
sin vacunar.

La vacunacion se realiz6 en todas las hembras se-
gun la NOM-041-ZO0-1995, por lo que se aplico la
cepa S19 de Brucella abortus por via subcutanea en la
tabla del cuello del lado izquierdo en dosis normal (5 X
10 UFC) a hembras de tres a seis meses de edad y a
las mayores de seis, incluso las gestantes, la dosis
reducida (3 X 108a 3 X 10° UFC).

Ambos grupos se identificaron con aretes plasti-
cos especiales, asignando los aretes con terminacion
par al grupo vacunado y los de terminacion impar al no
vacunado.

Se tomaron muestras sanguineas de todos los ani-
males a partir de los tres meses de edad con tubos al
vacio de 7 mL de capacidad y sin anticoagulante. Cada
tubo se identifico con el nUmero de arete plastico asig-
nado a cada animal en dependencia del grupo al que
pertenecia. Las muestras se conservaron a tempera-
tura ambiente durante 3 horas y luego fueron
centrifugadas a 1,000 X g durante 10 minutos para se-
parar el suero. Los sueros obtenidos se mantuvieron
en congelacion a -20 °C en tubos Eppendorf hasta su
procesamiento.

Después de la vacunacion, los sueros de los anima-
les utilizados en el estudio fueron evaluados a los 3, 6,
9,12, 15,18 meses en el Centro Nacional de Investiga-
cién y Desarrollo en Microbiologia Animal (CENID Mi-
crobiologia) del INIFAP por las técnicas serolégicas ofi-
ciales mexicanas de tarjeta y Rivanol en modalidades
de tamiz y confirmatoria, respectivamente como se es-
tablece enla NOM-041-ZO0-1995.



RESULTADOSY DISCUSION

Se obtuvieron 162 muestras en total de animales
procedentes de tres hatos diferentes, de las cuales la
mitad correspondieron a los del grupo vacunado y la
otra, a los del control. Del hato 1 fueron colectadas 82
(50.6%) muestras, del 2, 27 (16.66%) y del 3, 53
(32.71%), como se aprecia en la Tabla 1.

Segun Samartino (19) el uso de la cepa S19 se
debe evaluar bajo las condiciones locales de cada re-
gion, las diferentes prevalencias de hato, las
biovariedades presentes y las caracteristicas de ma-
nejo de ganado, entre otros aspectos, con la finalidad
de definir su efectividad bajo las condiciones propias
de cada region.

En el grupo vacunado, la prevalencia de reactores
por la prueba de tarjeta varia en los diferentes muestreos;
sin embargo, a partir del segundo muestreo
postvacunacion, los seropositivos a Rivanol se mantu-
vieron en 2.4%. En la Figura 1 se presentan los resul-
tados de seroprevalencia del grupo vacunado y se iden-
tifica la distribucion durante todos los muestreos de
las pruebas de tarjeta y Rivanol.

La prueba de tarjeta posee una sensibilidad de 100%
y se usa como prueba inicial de seleccién o tamiz

a7

(20); sin embargo, su baja especificidad (38%) la hace
Gtil sélo como prueba selectiva en animales no vacu-
nados contra brucelosis (21,22). Por otra parte, esta
prueba no permite discriminar entre animales vacuna-
dos o revacunadosy los infectados de manera natural,
ya que presenta reacciones falsas positivas y negati-
vas, lo que conlleva a diagnésticos equivocados en los
animales reactores (23).

En el grupo no vacunado, el muestreo inicial marca
una seroprevalencia en la prueba de tarjeta de 2.4%,
pero ninguno de los animales resulté positivo a Rivanol
(Figura 2). En los siguientes muestreos los resultados
de la prueba de tarjeta variaron, pero solo existio un
seropositivo en el primero, que en los siguientes
muestreos resulté negativo.

Es importante mencionar que en este caso pudo
deberse a una reaccion cruzada, ya que algunas ce-
pas de Yersinia enterocolitica u otras enterobacterias
poseen estructuras idénticas o similares como el
lipopolisacarido (LPS), el cual es responsable de oca-
sionar falsos positivos a las pruebas diagndsticas (24).

Mediante la prueba de Rivanol se obtuvo una preva-
lencia inicial de 0% en el muestreo realizado el dia de
la vacunacion. En el primer muestreo del grupo vacu-
nado, realizado 3 meses después de la vacunacion,

TABLA 1. Nimero de hembras por hato y total de animales por grupo vacunado y no vacunado con cepa S19 de B.
abortus/ Number of females per herd and animals by vaccinated group and unvaccinated group with S19 B. abortus

strain
HATO GRUPO VACUNADO GRUPO NO VACUNADO TOTAL
Vacas Becerras Vacas Becerras
1 34 10 33 5 82
2 10 4 11 2 27
3 19 4 24 6 53
Total 63 18 68 13 162
20
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hubo una prevalencia de 3.3% (3/81) debido a los
anticuerpos post vacunales generados; en los siguien-
tes muestreos, la prevalencia se conservé en 2% (2/
81) como se observa en la Figura 3.

En el grupo vacunado, los seropositivos identifica-
dos en el primer muestreo, en los siguientes muestreos
resultaron negativos, este comportamiento se atribuye
a la presencia de anticuerpos post vacunales tal y como
ha sido sefialado (25). En cuanto a los animales que
Se conservaron como seropositivos durante todos los
muestreos, se considera que la seropositividad se debe
a la infeccion por Brucella spp, 0 a que el periodo de
insensibilizacién no corresponde al que se encuentra
establecido enla NOM — 041 — ZOO — 1995.

De acuerdo con los resultados de Rivanol, una hem-
bra del grupo vacunado aparecié como positiva a partir
del segundo muestreo y el titulo de anticuerpos au-
mentd en los siguientes muestreos, al igual que otra,
gue se conservo como positiva en todos los muestreos,
a partir del primero. Otras tres hembras sélo aparecie-

ron como positivas en el primer muestreo, pero a partir
del segundo no presentaron anticuerpos. La Figura 4
destaca los titulos de anticuerpos de los seropositivos
a Rivanol en los diferentes muestreos.

Achay Szyfres (1) mencionan que las pruebas de
aglutinacién son de especial interés en casos de
brucelosis cronica, en los que el titulo de anticuerpos
pudo haber disminuido, pero la infeccion puede seguir
activa. En este estudio, un animal del grupo vacunado
presentd un titulo de anticuerpos 1:100 en el primer
muestreo, pero en el Gltimo muestreo bajé a 1:50; sin
embargo, en este caso donde la prevalencia inicial fue
cero, es mas probable que se deba a una remision del
periodo de desensibilizacion (24).

En este estudio se determiné el valor umbral de
acuerdo al titulo de anticuerpos establecido en la NOM
—041-2Z00 —-1995 para animales vacunados que fue
de 1:50, con el objetivo de tratar de encontrar una ex-
plicacién a los resultados obtenidos, por lo tanto la
sensibilidad obtenida de la prueba de Rivanol fue del

4,00
3.00 -
%2.00 -
1.00 A
0.00 -
1 2 3 4 5
Muestreo

m Grupo vacunado

H Grupo no vacunado

FIGURA 3. Seroprevalencia a brucelosis
obtenida por cada muestreo del grupo
vacunado y no vacunado (%)./
Seroprevalence of brucellosis each assay
in vaccinated and unvaccinated groups.
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66.6% Yy la especificidad del 100%; sin embargo, los
valores obtenidos son limitados por los pocos anima-
les que se emplearon. D4jer-Abimerhi et al. (20) men-
cionan que la prueba de Rivanol posee una sensibili-
dad que varia de 86 a 97%, por lo tanto, no se reco-
mienda en etapas finales de programas de erradica-
cién; sin embargo su alta especificidad (100%) la hace
Gtil como prueba confirmatoria en programas de con-
trol. Diaz Aparicio et al. (23) la recomiendan como una
buena opcion para diferenciar las vacas vacunadas con
cepa S19 a dosis reducida de los animales infectados.

Las pruebas seroldgicas recomendadas por la NOM
—041—-2Z700 — 1995 para el diagndstico de brucelosis
bovina, presentan dificultades para discernir de forma
temprana entre anticuerpos debidos a la vacunacion y
los ocasionados por la infeccion, por lo que se estipula
no realizar el diagndstico en bovinos vacunados con
cepa S19 en dosis reducida hasta los diez meses post
vacunacion, y para el caso de animales vacunados con
la dosis normal, hasta los 22 meses de edad pues
esta se aplica entre los tres y seis meses de nacidas
las becerras (16).

Nicoletti (26), Casas (27) y Samartino (19) indican
gue la inmunizacion del ganado con la cepa S19 indu-
ce una proteccion entre el 65%y el 75% de los anima-
les vacunados; en el resto de la poblacién, sélo esti-
mula una defensa relativa, ya que el bovino aun vacu-
nado, puede infectarse como podria ser posible en este
estudio con dos de las hembras del grupo vacunado.

Finalmente, se concluye que la vacunacion obliga-
toria de hembras con cepa S19 en zonas con baja
prevalenciay que se ubican en zonas en control y erra-
dicacion como se encuentra establecido en la NOM-
041-Z00-1995 (16), no es aconsejable ya que no per-
mite la movilizacion del ganado y la facil identificacion
de las hembras reactoras.
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