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COMPARACION DE LA EFICACIA DE DOS VACUNAS VIVAS ATENUADAS
CONTRA LA BRUCELOSIS CAPRINA EN MEXICO *

Dr. George M. Baer,? Ricardo Flores C.,> Adan Cortés N.,* y Héctor Morales S.*

Ve £, bived QUGG G JurtCS &CL GOLLnL ac 1720V

parece ser mds eficaz que la 899B para proteger de la bruce-
losis al ganado caprino y ovino. Aquella confiere inmunidad
por cuatro afios y medio, como minimo, aunque en algunas
ocasiones es excretada en la leche de los animales vacunados
v provoca el aborto si se emplea en un tiempo determinado de

La vacuna Rev. 1, introducida a fines del decenio de 1950,
.

la prefiez.

La brucelosis es una enfermedad de inci-
dencia indeterminada en México, pero los
pocos informes disponibles (7-5) revelan
que la mayorfa de los casos humanos regis-
trados se deben a la Brucella melitensis.
Naturalmente, més de la mitad de los casos
de brucelosis humana notificados cada mes
corresponden a los estados en que més
abunda el ganado caprino (7-5). Dada la
acostumbrada tasa de infeccién de rebafios,
que en muchos estados excede del 10%, y a
la infeccién de por lo menos un 38% de los
rebafos (7), la manera més eficaz de abor-
dar el problema seria vacunando estos ani-
males. Las dos vacunas disponibles para su
evaluacion en México eran la vacuna Rev.1,
ensayada por primera vez en ganado caprino
en 1957 (6) y en otras numerosas ocasiones
subsiguientes (7-13), y la vacuna 899B,
claborada en México, experimentada pri-
mero en animales de laboratorio (14) y
recientemente en cabras (15).

Materiales y métodos

Animales

Se emplearon para el estudio cabras ne-
gras, del tipo granadino, de 12 a 15 meses

! Este trabajo fue financiado en parte por el Banco
Nacional Agropecuario, y se realizé cuando G. M.
Baer prestaba servicios como consultor del Centro
de Contyol de Enfermedades y de la Organizacién
Panamericana de la Salud en el Instituto Nacional de
Investigaciones Pecuarias (I.N.I.P.).

2Jefe, Unidad de Investigaciones de Laboratorio,
Centro de Control de Enfermedades, Servicio de Salud
Piiblica, Secretaria de Salud, Educacidén, y Bienestar,
Atlanta, Georgia, E.U.A.

3Del Laboratorio de Microbiologia General, I.N.I.P.

¢ Del Banco Nacional Agropecuario, México, D, F.

de edad, nacidas en cautiverio en Durango,
y que presentaron resultados negativos en
las pruebas de aglutinacién de brucelas. Un
mes antes de la cria fueron inoculados 18
animales con vacuna Rev. 1, 17 con vacuna
899B y otros 18 sirvieron de testigo. Todas
las cabras fueron marcadas al frio con ni-
trégeno liquido, procedimiento empleado
satisfactoriamente en otras especies (16).

Vacunas

Se aisld Rev. 15 como una mutante no
dependiente de la estreptomicina de una po-
blacién de Br. melitensis dependiente de la
estreptomicina (/7). Se cultivé en un me-
dio de agar tripticasa soya y se recolectd en
solucién diluyente de Zobell (18). Se in-
yectd por via subcutinea, en el lado iz-
quierdo del cuello del animal, un ml de iné-
culo de bacterias diluido en agua destilada
estéril.

La vacuna 899B ¢ consistia en una cepa
lisa de Br. melitensis atenuada mediante va-
rios centenares de transferencias en un
medio de agar que contenia bilis de buey o
sales biliares (/4). Se aplicaba una gota
(1/28 ml) de la vacuna diluida en agua
destilada estéril en el ojo derecho del ani-
mal, inoculando 7.5 102 organismos por
cabra.

5El Dr. S. S. Elberg, Universidad de California,
facilité gentilmente la vacuna,

¢ Suministrada gentilmente por el Dr. Alberto P.
Leén, Instituto de Enfermedades Tropicales, México.
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Pruebas de aglutinacion

Se obtuvieron muestras de suero de las 53
cabras 50 dias antes de la vacunacion, 52
dias después y a los 7, 21, 33, 43, 53, 63 y
73 dias después de la confrontacién. Esta se
efectuaba a los 73 dias después de la vacu-
nacion.

La prueba de aglutinacién en tubo se
practicé empleando un antigeno de Br. meli-
tensis (cepa 16M) estandarizado con
arreglo al suero patrén internacional, anti-
Br. abortus, segiun el método recomendado
por la OMS (30). Un titulo de 1:40 o su-
perior se consideré como prueba de la con-
versién de negativo en positivo.

Confrontacion

La confrontacion se efectué introdu-
ciendo una gota (previamente medida a
1/50 cc) de una suspensién de cepa H38
virulenta de Br. melitensis, en el parpado
inferior de la cabra; esta gota contenia
4.03 x 10° organismos, determinados por los
recuentos de viabilidad efectuados inme-
diatamente después de la confrontacién.

Se hizo la confrontacién en primer lugar
con un animal anteriormente inoculado con
vacuna 899B, a continuacién, con otro que
habia recibido Rev. 1 y luego con un testigo,
y asi sucesivamente. El procedimiento de
confrontacién duré 30 minutos.

Extraccion de organos y pruebas
bacteriologicas

En el momento del aborto o del parto, se
recogia el feto y la placenta (o se mataba al
animal recién nacido), y se examinaba el
higado, el bazo, los pulmones y el contenido
estomacal de todos los fetos y animales re-
cién nacidos. Se sacrificaba a la cabra y
se le extraian asépticamente los siguiente
tejidos y secreciones: nddulos linfiticos,
submacxilares, parétidos, retrofaringeos, pre-
escapulares, precrurales, popliteales, retro-
mamarios e iliacos, los nédulos hepéticos y
mediastinales y los pulmones, el bazo, el
higado y las mamas, leche, exudado vaginal,
cotiledones y sangre. Se hizo un cultivo en
placa de cada tejido en un medio de Kuz-
das y Morse (79) ligeramente modificado,
que contenia 10 mg de actidiona, 2,500 uni-
dades de bacitracina, y 600 unidades de B/
100 ml de polimixina de medio de base. Las
colonias obtenidas en este medio se tifieron
con la coloracién de Gram y Hansen y se
cultivaron en placas en un medio de McCon-
key; por ultimo, se practicaron pruebas de
aglutinacién con suero anti-Br. melitensis
monoespecifico. Todas las colonias de bru-
celas resultaron gramnegativas pero se tifie-
ron con la coloracién de Hansen; no se pro-
liferaron en el medio de McConkey y se
aglutinaron con antisuero monoespecifico.
Ademas, todos los tejidos infectados per-
tenecientes al grupo que recibié vacuna

CUADRO 1—Titulos medios de aglutinacién en tubo en tres grupos de cabras (uno inoculade
con Rev. 1, otro con vacuna 899B y ofro que sirvié de testigo) sometidas a la confrontacién de
Br. melitensis, cepa H38,

Titulos de antigeno de Br. melitensis (Cepa 16M)
Rev. 1 899B

Dias después

de Ja vacunacién Testigos

(confrontacién)

52 1:77 1:13 <1:10

73 Confrontacién Confrontacién Confrontacién

80 (7) 1:38 114 <1:10

94 (21) 1:40 <1:10 <1:10
106 (33) 1:53 <1:10 «1:10

116 (43) 1:43 <1:10 1:17

126 (53) 1:23 <1:10 1:27

136 (63) 1:20 <1:10 1:37

146 (73) 1:28 <1:10 1:57
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Rev. 1 se sometieron a un medio de cultivo
en placa que contenian 2.5 ml de estropto-
micina o cinco unidades internacionales de
penicilina por ml para distinguir las cepas
vacunales de las de confrontacién.

Si seis 0 més tejidos resultaban infectados
por Br. melitensis, se consideraba que la
cabra sufria una infeccién generalizada.

Resultados
Serologia

Se observé una notable diferencia entre
los titulos de aglutinacién del grupo testigo
y de los dos grupos vacunados (cuadro 1).
En el grupo inoculado con vacuna Rev. 1, el
titulo medio de aglutinacién en tubo descen-
dié de 1:77 (52 dias después de la vacuna-
cién) a 1:23 (126 dias después de la va-
cunacién, 53 dias después de la confronta-
cién), a continuacién de un ligero aumento
durante €l primer mes subsiguiente a la con-
frontacién. Los titulos medios de las cabras
inoculadas con vacuna 899B se mantuvieron
a un nivel inferior a 1:10 a partir del 94°
dia, habiendo comenzado a un bajo nivel de
1:13 al 52° dia después de la vacunacién;
no se registré ningdn aumento de titulacién
con posterioridad a la confrontacién. El
grupo testigo acusé un titulo medio inferior
a 1:10 hasta 43 dias después de la confron-
tacién en que aumentd a 1:17; al cabo de 30
dias habfa ascendido a 1:57.

Bacteriologia

En el cuadro 2 se enumeran los fetos y

CUADRO 3—Infeccién por brucelas en tres grupos de
cabras adultas (grupo 899B, grupo Rev. 1 y grupo
testigo) confrontadas con Br. melitensis, cepa H38.

Cabras

s Cabras :

b d Total d 1
Vs e i
Rev. 1 6 12 6/18 (33.3%)
899B 12 5 12/17 (70.6%)
Testigos 14 4 14718 (77.8%)

las crias recién nacidas, de los que se aisla-
ron Br. melitensis. También se indica el
nimero de prefieces. En el grupo testigo
habia numerosos fetos y crias infectados (9
de 19, o sea 47.3% del total de fetos y
crias), unas cuantas crias infectadas en el
grupo inoculado con vacuna 899B (un total
de 4/17, o sea 23.6% ), pero sdlo un feto
infectado en el grupo inoculado con Rev. 1
(1/18 o sea 5.5% ). Ocurrieron numerosos
abortos no especificos, probablemente debi-
dos al envio de animales inmediatamente
antes de la confrontacién; muchos de ellos
se observaron inmediatamente después de la
llegada de las cabras a los locales de aisla-
miento del Instituto.

En los cuadros 3 v 4 se resurne la tasa de
infeccion en las cabras adultas sacrificadas
después del aborto o el parto, incluido el
periodo entre la confrontacién y la autopsia.
La tasa de infeccién en las cabras que reci-
bieron vacuna 899B resulté practicamente
idéntica a la de los animales testigo (70.6 y
77.7%, respectivamente) mientras que la
de las inoculadas con vacuna Rev. 1 fue
decididamente menor (33.3%). Los é6rga-
nos infectados fueron més numerosos en las

CUADRO 2—Abortos y partos en ires grupos de cabras (grupo 8998, grupo Rev. 1 ¥ grupo testigo) confrontadas

con Br. melitensis, cepa H38,

Total de abortos

Total de Total de F -
No. de Total Abortos abortos (in- _Crias in- crias (in- Y Crllas _éiSOCIiadOS
Vacuna 2 de abortos debidos a fectadosy fectadas por fectadasy a 1as brucelas
prefieces
ypartos  las brucelas no infecta- brucelasc  no infecta- Porcen-
dos) das) No. taje
Rev. 1 16 i8® 1 7 0 11 1/18 5.6
899B 18 17 0 5 4 12 4/17 23.5
Testigos 16 i9® 6 9 3 10 9/19 47.4

2 Incluidos dos pares de gemelos.
® Incluido un par de gemelos.
¢ Ademds de los abortos por brucelas.
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CUADRO 4—Alcance de la infeccién por brucelas en grupos de cabras adultas (grupo 899B, grupo Rev., 1 y

grupo testigo) confrontadas con Br. melitensis, cepa H38.

" \d/acuna Rev. 1 Sacrifi ;/acuna 899B s ,ﬁcadasTestigos
i — rificadas— acri —
nggl: d(t:eiplaxsés 6Tj§é::s czlliilsl d%spués ggﬂ:?:s dias después gjg&g:s
fdr?) Il,f;acc‘;g;l infectados fdrgé?a%?gﬂ infectados g,grl‘?a%‘i)gﬁ infectados
25 — 25 4 25 —
27 —_ 30 — 38 1
48 — 39 11 39A 19
55 1 48 1 39A 26
59A" 23 56 2 ZOA 11
60 — 59 —_— 1 _
62 5 60C* 21 !512 1
67 — 67 —_— —
73 — 68 j g g_C 1 2
73 11 68
77 —_ 68 1 60A 19
83 2 71 —_ 71A 13
91 2 73C 2 Z; g 2é13
95 — 73 1
95 — 73CC 7 77C 18
102 — 91 4 95 2
102 —_— 102 — 96 2
102 —_

2 Ndmero de brucelas detectadas.
b Br. melitensis aislada de fetos (A, aborto).
¢ Br. melitensis aislada de crias (CC, crias).

cabras testigo (cuadros 4 y 5). Si bien la
mitad (7/14) de las cabras testigo infecta-
das excretaban Br. melitensis en la leche y
en el exudado vaginal, no ocurrié lo mismo
en los animales infectados en cualquiera de
los grupos vacunados. Se aislé cepa Rev. 1
del higado de la primera cabra sacrificada de
ese grupo.

Se observé muy poca relacién entre la
presencia de Br. melitensis en los tejidos de
cabra y la presencia de un considerable ti-
tulo (1:40) de aglutinacién en tubo (cuadro
6). Una de las cabras vacunadas con Rev. 1
que acusaba un bajo titulo mostré brucelas
en los tejidos, mientras que 12, cuyos titulos
eran de 1:40 o mayores, no revelaron la

CUADRO 5—Gravedad de la infeccion por brucelas
en tres grupos de cabras adultas (grupo 899B, grupo

Rev. 1 y grupo testigo) confrontadas con Br. melitensis,
cepa H38.

Wome VR Tesigos
Cabras infectadas 6/18 12/17 14/18
Cabras con in- 2/18 3/17 10/18
feccidn genera-
lizada ®

2 Seis érganos, o mas, infectados.

presencia de ninguno; por el contrario, en
los animales vacunados con vacuna §99B 10
cabras con titulos terminales inferiores a
1:40 tenian brucelas en los tejidos, y sélo
dos con titulos de 1:40 o mayores no mos-
traron €sos organismos.

Discusién

La infeccién de Br. melitensis constituye
un grave problema en muchos lugares del
mundo desde que se descubrieron esos or-
ganismos en Malta en 1886. Se han hecho
numerosas tentativas para elaborar una va-
cuna inocua y activa, capaz de estimular una
inmunidad prolongada. La vacuna Rev. 1,

CUADRO 6—Relacién del titule de aglutinacién
terminal en tubo (1:40 o mayor) y la presencia de
Br. melitensis, post mortem en cabras sometidas a la
confrontacién después de la inoculacién con vacuna
Rev. 1 o vacuna B99B, y el grupo testigo.

Brucella melitensis
Recobrada de cabras

Brucella melitensis
No recobrada de

Grupo de con: cabras con:
vacuna
Titulo Titulo Titulo Titulo
<1:40 =1:40 =1:40 <1:40
Rev. 1 4 1 12 0
899 B 1 10 2 5
Testigos 9 4 1 4
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introducida a fines del decenio de 1950, pa-
rece ser la que mds se aproxima a esta idea
entre todas las vacunas elaboradas hasta la
fecha. Esa vacuna conferird proteccién al ga-
nado caprino (7-13) y ovino (20-22), con-
tra graves confrontaciones, y confiere in-
munidad por cuatro afios y medio, como
minimo (/0), aunque a veces es excretada
en la leche de animales vacunados (28) y
causa el aborto cuando se emplea en un mo-
mento determinado de la prefiez (23). Estos
factores no parecen propagar la cepa entre
los animales vacunados (24) ni tampoco
causan reversion de la cepa a una forma més
virulenta ni siquiera en las condiciones mds
extremas (25, 29, 30). La eficacia de la
vacuna Rev. 1 en el ganado caprino se ha
demostrado en muchos lugares del mundo,
pero su eficacia en América Latina no ha
sido todavia ensayada, con excepcién de un
estudio limitado sobre el terreno efectuado
en la Argentina (26). El ensayo descrito en
esta ocasién confirma una vez més los datos
existentes en apoyo de la eficacia de la va-
cuna Rev. 1 para el ganado caprino.

La vacuna 899B no fue ensayada en las
cabras hasta recientemente (I5), y se su-
ponia que era una vacuna inocua y activa
que ofrece una inmunidad de por lo menos
dos afios. Los datos de estos ensayos son
un poco dificiles de interpretar, pero no pa-
recen apoyar lo suficientemente estas con-
clusiones: en el primer experimento efec-
tuado en caprinos (vacunacién subcutinea
vy confrontacién artificial) sélo fueron va-
cunados 8 animales (3 hembras vy 5 ma-
chos); en los dos experimentos en que la
exposicién sobre el terreno a cabras afecta-
das por una infeccién natural fue el método
de confrontacién (después de la vacunacién
por via oral y conjuntival), los resultados no
pueden compararse estadisticamente. En los
tres experimentos mencionados con la va-
cuna 899B, se juzgaron los resultados de la
confrontacién a base de que se presentara o
no reaccién serolégica, v no se informé de
ningin examen bacteriolégico. Leén tam-
bién informé que la vacuna no causa el

aborto en animales prefiados, pero puede ser
excretada en la leche si se administra hasta
15 dias antes del parto.

En este estudio, la vacuna Rev. 1 resultd
mds eficaz para reducir los abortos y las in-
fecciones en las crias recién nacidas; la va-
cuna 899B redujo la tasa de infeccién en
estos animales, aunque en menor medida.
Ambas vacunas lograron disminuir la ex-
creccién de bacterias en la leche y en el exu-
dado vaginal. Sin embargo, en lo que se
refiere al grado de infeccidén en los animales
adultos, se infectaron practicamente el
mismo nimero en el grupo de vacunados
con 899B que en el grupo testigo, mientras
que las cabras infectadas vacunadas con
Rev. 1 fueron muchas menos. Asi, pues, la
vacuna Rev. 1 confirié la mejor proteccién
contra la posibilidad de infeccién de una
cabra en un exposicién en la que se infecta-
ron los 18 animales testigo, con excepcién
de cuatro, y redujo también notablemente el
total de abortos y de crias infectados. Estos
resultados pueden compararse favorable-
mente con otros antes mencionados obteni-
dos con la misma especie.

En una primera serie de experimentos,
Leén y Cano (27) vacunaron a cabras con
polisacdrido aislado de Br. melitensis ad-
sorbiéndolo a fosfato de aluminio, y con-
cluyeron que la infeccién caprina de Br.
melitensis va acompaflada invariablemente
de un aumento significativo del titulo de la
reacciéon de aglutinacién de los animales
positivos a causa de la vacunacién o de una
infeccién anterior, y de la conversién de los
reactores negativos en reactores positivos.

En el estudio no se observd esta relacién
pero en cambio se hallé que si bien la in-
mensa mayoria de las cabras vacunadas con
899B, con un titulo de aglutinacién en tubo
menor de 1:40, resultaban infectadas con
las cepa de confrontacién, sdlo dos de los
animales con un titulo de 1:40 o superior
estaban exentos de brucelas. Por el contra-
rio, los animales vacunados con Rev. 1 mos-
traron en gran parte un elevado titulo de
aglutinacién (>1:40) sin la presencia de
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brucelas derivadas de la confrontacion,
mientras que sélo dos mostraron brucelas en
presencia de un titulo menor de 1:40. Los
resultados seroldgicos no bastan, decidida-
mente, para juzgar el estado de infeccién de
un animal; puede ocurrir que animales que
experimenten un aumento del titulo sean
negativos y que, en cambio, otros que no
acusen ninguno, estén infectados.

Resumen

Cabras adultas fueron vacunadas con dos
tipos de vacuna atenuada de brucela, Rev.
1, una mutante no dependiente de la estrep-
tomicina tomada de una poblaciéon de Br.
melitensis dependiente de estreptomicina, y
899B, una cepa lisa atenuada por medio de

varios centenares de transferencias en medio
de agar que contenia bilis de buey y sales
biliares.

Las cabraz se criaron en cautividad y
subsecuentemente se confrontaron. La va-
cuna Rev. 1 resultd ser mis eficaz al re-
ducir los abortos e infecciones relacionados
con brucelas en las cabras jévenes y la in-
feccidn en las cabras adultas. O

Los autores hacen constar su reconocimiento
al Dr. S. S. Elberg y al Dr. L. Jones por la
asistencia prestada en la planificacién y estudio
de este trabajo, asi como al Dr. Godffrey Alton
por la colaboracién en el disefio de los experi-
mentos y en la prueba de confrontacion, y su
analisis critico del manuscrito.
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Comparison of the efficacy of two attenuated live vaccines against caprine brucellosis in
Mexico (Summary)

Adult female goats were vaccinated with two
types of attenuated brucella vaccine; Rev. 1,
a non-streptomycin dependent mutant from a
population of streptomycin-dependent Br. meli-
tensis, and 899B, a smooth strain attenuated
by several hundred transfers on agar medium

containing ox bile or bile salts. The goats were
bred and subsequently challenged. Rev. 1 vac-
cine was the more effective vaccine in reducing
brucellae-associated abortions and infection in
kids, and infection in the adult females.

Comparagdo da eficicia de duas vacinas vivas atenuadas contra a brucelosis
caprina no México (Resumo)

Cabras adultas foram vacinadas com dois
tipos de vacina atenuada de brucela, Rev. 1,
uma mutante ndo dependente da estreptomi-
cina tomada de uma populagio de Br. meli-
tensis, dependente de estreptomicina, e 899B,
uma cépa lisa atenuada por meio de virias

centenas de transferéncias em meio de agar
contendo bilis de boi e sais biliares.

As cabras foram criadas em catividade e
subsequentemente confrontadas. A vacina Rev.
1 resultou ser mais eficaz ao reduzir os abortos
e infecgdes relacionadas com brucelas nas ca-
bras jovens e infec¢do nas cabras adultas.

Etude comparée de I'efficacité de deux vaccins vivants atténués contre la brucellose
caprine au Mexique (Résumé)

Des caprins adultes femelles ont été vaccinés
avec deux types de vaccin atténué de brucella:
le vaccin Rev. 1, un mutant non dépendant de la
streptomycine, prélevé sur une population de
Br. melitensis dépendant de la streptomycine,
et le 899B, une souche unie atténuée au moyen
de plusieurs centaines de transferts sur un
milieu d’agar contenant de la bile de boeuf ou
des sels biliaires.

Les caprins femelles ont été élevés en capti-
vité et comparés par la suite. Le vaccin Rev.
1 a été le vaccin le plus efficace pour réduire le
nombre d’avortements et d’infections se ratta-
chant a la présence de brucellas chez les jeunes
caprins femelles et d’infections chez les caprins
femelles adultes.



