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La presente invención ee refiere a un nuevo procedí» 
miento de vacunación contra la brucelosie. - - - - - - - - - -

La lucha contra la bruceloeis animal se conduce de 
5» varias maneras segón los países y, en el interior de un miaño

país, segdn que se encuentre en una sona de cría intensiva o 
no, o incluso que la zona esté muy infectada o no. Esta lucha 
pasa así, o bien por el sacrificio de los animales infectados, 
o bien por la vacunación sistemática de todos los animales, o 

1 0. bien incluso por una combinación da estos dos métodos. En todos
los casos, es necesario que loe animales vacunados estén sufi­
cientemente protegidos contra la infección y no presenten reac­
ciones positivas & las pruebas ordinariamente utilizadas para



•1 disonó*tico de la infección

Las vacunas, así como loo procedí miento* de vacuna­
ción, habitualmente utilizados, en particular para el trata­
miento de loo bovinos, no satisfacen en general simultáneamen­
te a estas dos condiciones, o imponen unas candicionts de apli­
cación relativamente molestas* Asi, ls vacuna fí.3d» constitui­
da por bactári&s muertas dt la capa Braoslla mentaríais 53 H 
33, aplicada en dos inyecciones toó* un recuerdo, es muy tficac 
pero provoca respuestas serológleas durante largo tiempo des­
pués de la vacunación. La vacuna 45/2O, constituida por bac­
terias de cepa Bruoslla abortue 45/20, utilizada oomo la H.3-3, 
es juzga que no induos respuesta serológlca duradera, pero su 
eficacia insuficiente. La vacuna más corrientemente utiliza­
da «1 Franela y en numerosos países es la vacuna 3.19, cons­
tituida por bacterias avirulentas de cepa Brueella abertua. Es­
ta vacuna, como las precedentes, se administran por inyscció*. 
subcutánea. Pu eficacia, a las dosis normalmente utilizadas, 
es suficiente para «vitar la propagación de la infecoión de 
un rebaño a otro. El inconveniente de esta última vacuna es 
que induce a una respuesta eerológica positiva a los métodos 
usuales de diagnóstico de la infección. Esta respuesta eeroló­
gica, en las condiciones ds utilizaciónhabituales (dosis de 
9.1010 bacterias vivas), es mantisas durante aproximadamente 
un «80 y es tanto más larga cuanto más avanzada es la «dad en 
la que se na practicado. En ls práctica, la vacunación debe 
realizarse entre 4 y 7 meses; más allá de los 7 meses la res­
puesta eerológica sería de muy larga duración. Por la alema



razón, no ce posible, en este modo de vacunación, efectuar un 
recuerdo» La respuesta eerológiea positiva serla entonces prác­
ticamente permanente» SI nivel de protección está por tanto li­
mitado al conferido por la primera inyección.----------

Los límites de edad para la vacunación de los anima­
les determinan de forma imperativa la frecuencia de visita de 
loe rebaños por el veterinario» En el caso de la vacuna 3.19» 
los limites de edad (cuatro a siete meses) necesitan una visi­
ta cada tres meses» o sea cuatro visitas por año. - - - - - -

Además» la identificación de los animales debe lle­
varse de forma rigurosa* una doble vacunación accidental se 
traducirla en una respuesta serológiea positiva duradera*- - - -

Modificaciones del procedimiento de vacunación por 
medio de la vacuna 3»19 se ha probado sin éxito. Se ha propues­
to» en particular» la inyección intrscaudal o la inyección ia- 
t rad érale a. En loe dos casos» las respuestas serológiea» son 
prácticamente tan molestas como las que se observan con las 
vacunaciones tradicionales. - -- -- -- -- -- -- -- --

2n la literatura» »« encuentra la indicación de expe­
riencias en las cuales unas bacterias del tipo Brueclla son de­
positadas sobre la mucosa conjuntiva de loe animales» Bu par­
ticular» han sido referidos unos estudios que prevén determinar 
la influencia de la inyección do antibióticos en el desarrollo 
de la brucelosls provocada por bacterias de la cepa virulenta 
Sracella abortes 544» inoculadas por instilación conjuntiva»



#8 decir an unas condiciones tan próxima» ceso ata posible a 
la» de la contaminación infacetos* natural. Pe ha constatado 
que» en presencie del antibiótico y en ciertas condicionas, 
la infección no se había desarrollado en alguno* de loe aní­
male® tratados. Pato* estudios no puedan« evidentemente» ser 
asimilado! a unos ensayos de vacunación» debido al carácter 
virulento de las cepas que han sido utilisadas y a la presen- 
oia de los sntibióticos qus no podían evidentemente »áe que 
enmascarar» por lo menos parcialmente» las reapuestas inauni- 
tarias y/o eerológicae eventualaents provocadas en los recep­
tores por la inoculación de dichas bacterias.- - - - - - - -

La literatura da cuenta temblón de ensayos compara­
tivos de vacunación de corderos por medio de vacunas del tipo 
B.19» administradas a dosis idénticas» por vía subcutánea y 
por instilación en la conjuntiva. Los autores llegan a la con­
clusión de que los dos modos de vacunación conducen a tinos re­
sultados equivalentes y que se observaban en los dos casos 
reacciones serológicae. - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Kstos resultados ao podían por tanto incitar demasia­
do a loa investigadores a explorar aón más unos asó todos de va­
cunación por Instilación conjuntiva do composiciones vacunan­
tes (bsotsrias vives atenuadas o muertas) en el animal. - - - -

La invención arranca del descubrimiento de que» con­
trariamente a todo lo esperado» era posible» colocándose en con­
diciones adecuadas» realisar vacunaciones por vía conjuntiva» 
oapacss de conferir a los animales tratados una inmunidad



La invención na permitido la puesta en evidencia de 
que existe un intervalo de dosis de bacterias vivac nvirulon- 
tae o atenuadas, del tipo áe las que son o que pueden ser uti­
lizadas para realizar vacunaciones por los medios clásicos, que, 
cuando se administran por instilación conjuntiva, engendran 
una protección eficaz en ausencia de reacción eerológiea dura­
dera* - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

eficaz as ausencia de reacción serológica isoleeta* - - - - - -

La invención proporciona además unos tests que per­
miten la determinación de los limites de los intervalos de 
dosis antes indicados. - -- -- -- -- -- -- -- -- -- -

El procedimiento, segó» la invención, de vacunación 
contra la brúcelosie, o de recuerdo de vacunación, está carac­
terizado poroue ee instila en la conjuntiva del animal tratado 
una dosis de Brucella viviente de una cepa avirulenta o conver­
tida en ̂ virulenta? en suspensión en un medio compatible con 
la aplicación sobre la conjuntiva, siendo dicna dosis suficien­
te para que provoque una colonización de por lo menos uno de 
loe ganglios linfáticos que drenan la zona orbital, y para que, 
preferentemente, esta colonización pueda ser detectada por una 
duración de aproximadamente un mes por los menos posteriormente 
a dicna instilación, no excediendo esta dosis sin embargo, práj; 
ticamente, de la que inducirla una formación duradera do los 
anticuerpos humorales responsables de las respuestas positivas 
en loe métodos tradicionales de detección áe la infección* - - •



En otro# tí minos, el procedimiento de vacunación 
segán la invención resulta del descubrir»Ionto, por una parte» 
de que una* cepas bacteriana» avlrulantae son capaces» cuando 
se administran por instilación sobre la conjuntiva a una* do­
sis apropiadas» de franquear el epitelio y de formar unas colo­
nias en los ganglios linfáticos locales y» por otra parte, de 
que esta eolonisació», cuando se mantiene un tiempo suficien­
te, engendra reacciones inmunitarias sin formación importante 
de anticuerpos humorales. - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Por método usual de detección, se entienden loe méto­
dos pra tioados cuando tienen lugar lo» controles sistemáticos 
efectuados por los servicios sanitarios, atoe eon, por ejem­
plo* los métodos de tipo seroaglutinación» fijación del comple­
mento» o de aglutinación por el antígeno ácido al Eosa Benga­
la, Betos métodos tienen todos por objeto la puesta en eviden­
cia de los snticuerpoe humorales específicos cuya formación 
puede ser inducida tanto por la infección como por los métodos 
de vacunación ordinarios utiliaados, - - - - - - - - - - - - - -

Segó» la inveneión, se considera que la formación de 
los anticuerpos humorales detectados por los métodos de detec­
ción de la infección es prácticamente negligibla cuando lao 
respuestas a estas pruebas de detección son negativas o, como 
máximo» son de muy baja amplitud y temporales. En todos los ca­
sos* de acuerdo con el procedimiento de vacunación segán la 
invención* las débiles respuestas positivas que se pueden evon- 
tualmente constatar no ee prolongan nunca más allá do un perio­
do de tres meses posteriormente a la instilación. - - - - - -



I»®» ganglios lifáticos alíe directamente interesados 
por la colonización por las Brueella. consecutiva a la insti­
lación* son los ganglios retrofaríngeos, parotidianos y sub- 
raaxilares del lado de la cabeza del animal correspondiente al 
ojo sobre el cual se ha realizado la instilación. Se puede en­
contrar sin embargo unas Brueella en loe ganglios simétricos 
de loe precedentes, así como eventual®e te en otros ganglios 
que los que drenan la región orbital, sfigón la invención* se 
considera que un ganglio está colonizado cuando se encuentran 
en el mismo Brueella vivientes* dicho de otra manera* que se 
puede* a partir de un extracto convenientemente tratado y colo­
cado en un medio de cultivo apropiado, observar el desarrollo 
de un cultivo de Brueella. - -- -- -- -- -- -- -- -- -

SI mecanismo exacto que preside la colonización de 
les ganglios, a partir de la instilación de Brueella sobro la 
coi-.juntiva del animal, no es conocido de forma precisa. Ks pro­
bable que haya una lesión del epitelio* después captación y 
transferencia de las bacterias por los fagocitos hasta los gen 
glios locales. Por medio del canal lagrimal, las Brueella pue­
do» también alcanzar las cavidades aéreas superiores. Eb aún 

más delicado explicar los fenómenos que conducen a disociar en 
cierto modo la inmunización por mediación celular de la inmu­
nización por mediación humoral* siendo solamente la primera 
llevada a desarrollarse en las condiciones de la vacunación se­
gún la invención. puede, a título de hipótesis* suponer que 
la admi istración de una cantidad relativamente baja de vacuna 
por via conjuntiva -baja con relación a las dosis utilizadas



ordinariamente según los método» conocidos do la técnica an­
terior, como es vará uás adelante- limita la difusión del an- 
tfgeno, de hecho bu multiplicación o su supervivencia, a uu 
territorio linfático reducido, el tía los ganglios do la raglán 
próxima al punto de instilación, y que las células eetiaul&das 
m  astas condiciones con probablemente particularmente aptas 
para inducir una respuesta de tipo eelular. T5n estas condicio­
nes, siendo la síntesis de les anticuerpos humorales mínima, 
no habría competición hacia el antígono, entra los puntos re­
ceptores de linfoeitoB por una parte y los de las inraunoglobu- 
linas por otra parte. Soto permitiría explicar particularmente 
el hecho de que la respuesta inmunitaria de tipo celular que 
se constata así es ya mucho más importante que la que se podría 
esperar, teniendo en cuenta la baja cantidad de antígeno uti­
lizada para esta vacunación. - - - - - - - - - - - - - - - - -

Además, el procedimiento de vacunación según la inven 
ción desarrolla en el animal tratado una inmunidad local, par­
ticularmente deseable a nivel de la cebosa. Se admite, en efec­
to, que las mucosas de la cabeza, las rías respiratorias y di­
gestivas superiores constituyan las vías principales de pene­
tración de las firucella en la contaminación natural, la crea­
ción víe esta inmunidad local debe, por tanto, traducirse por un 
incremento muy importante de la protección contra la contamina­
ción natural. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

21 procedimiento de vacunación según la invención pue­
de emplearse solo o en combinación con l.oc procedimientos tra­
dicionales de vacunación. Utilizando particularmente como vacu-



nación de recuerdo después de una vacunación clásica, permite 
obtener una protección muy sensiblemente mejorada sin engen­
drar respuesta serológica molesta* - —

Según otro modo de vacunación ventajoso» la primera 
vacunación» asi como la de recuerdo, se efectúa según, el pro­
cedimiento de la invención. - - - - - - - - - - - - - - - - -

En todos loe casos en que ee efectúa un recuerdo, 
éste debe tener lugar cuando los efectos de la primera vacuna­
ción están suficientemente atenuados* En el marco del procedi­
miento de vacunación según la invención, el recuerdo desempeña 
plenamente su función el se practica una vez que la coloniza­
ción de loe ganglios linfáticos ha desaparecido práoticamente» 
por tanto por lo menos tres meses después de la primera insti­
lación. Preferentemente, el recuerdo se efectúa »áe de seis 
meses desp-és de la primera instilación. - - - - - - - - - - - -

Para la aplicación del procedimiento .según la inven­
ción para la vacunación de los bovinos» se utilizarán ventajo­
samente unes Brucella da cepa abortus 3.19. La dosis de vacu­
na instilada sobre la conjuntiva del animal está comprendida,

q lo
en este caso, entre 103 y 10 bacterias vivientes, preferente-

qmonte, del orden de 5.10 bacterias. La vacuna instilada se 
halla en una forma concentrada para que la dosis completa quede 
bien en contacto con el tejido conjuntivo. El volúmen instila­
do es suficientemente pequeño para prevenir las pérdidas posi­
bles por "desbordamiento", de asnera ventajosa comprendido en­
tre 0 ,2 y 0,0? mi y, de forma preferida* del orden de 0,05 al.



SI valor inferior del volumen instilado es tributario del dis­
positivo utilizado. Dabe ser suficiente para que la operación 
pueda tener lugar con un error relativo aceptable. Se destaca­
rá que, en todos loa casos, la dosis do bacterias y si volumen 
instilados permanecen sensiblemente inferiores, respectivamen­
te, a la dosis y al volumen de la vacuna correspondiente inyec­
tada por vía subcutánea según el aitodo tradicional, dosis que 
te aproximadamente 9.1010 bacterias contenida» en un volumen 
del la 10 mi.----------- -------------- ----- - -

la edad a la cual loe animales son vacunados inter­
viene taabiáa de forma muy importante. Es conocido do los prác­
ticos que la reacción de la vacunación es tanto más duradera 
si ésta se efectúa a una edad más avanzada. En el oaso de loe 
bovinos, la vacunación se practica a partir de aproximadamente 
cuatro meses. Si se quieren evitar reacciones serológicas po­
sitivas que se mantienen largo tiempo después de la vacunación, 
es ventajoso, según la Invención, efectuar la vacunación antes 
de los dos silos. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

En un aodo particular de vacunación según la inven­
ción y aplicado a loa bovinos, una primera instilación se rea­
lisa en la conjuntiva del animal, de una edad de cuatro a dies

Qmeeee, con una doeie de aproximadamente 5.10 Brucella abortus 
3 .1 9 vivientes. Una segunda instilación de recuerdo, efectuada 
en condiciones sensiblemente idénticas a la primera, tiene lu­
gar entre dies y dieciocho «eses.- - - - - - - - - - - - - - -

En otro modo particular de realización de la inven-



ción, unos bovinos vacunados de forma tradicional, ee decir 
que han recibido por inyección subcutánea una dosis del orden 
de 9.10^ Brucella abortus 3.19* a una edad comprendida entre 
aproximadamente cuatro y eiate sesee* reciben entre los diez
y quince sisees un recuerdo de una dosis de aproximadamente

g5.10 Srucella abortua 3.19 por instilación conjuntiva.--- -

Para la vacunación de lo© ovino®* según la invención, 
ce utilizarán preferentemente unas bacterias de cepa Brucella 
melitonel» ííev. 1. La aplicación de la vacuna se efectúa en 
condiciones análogas a las descritas anteriormente a propósito 
de los bovinos. Las dosis utilizadas en este caso son ventajo*

*5 ísámente del orden de 5.10' a 5.10 bacterias por instilación
6y, preferentemente, de aproximadamente 10 bacterias vivientes.-

los modos de vacunación antibrueeloaa descritos pre­
cedan temen te para loa ovinos y lo» bovino» no son* desde luego* 
limitativos* en cuanto a la elección de las cepas utilizadas 
para estas vacunaciones. Otras cepas de Brucella avirulentaa 
pueden utilizarse* en particular las cepas vivientes avirulen­
tas que se utilizan actualmente para la constitución de las va­
cunas administradas por via subcutánea. De una manera general, 
se pueden utilizar cepas vivientes atenuadas o avirulentas ap­
tas para colonizar, a las dosis apropiadas, unos ganglios lo­
cales durante por lo menos un mes, sin engendrar reacciono® 
positivas duraderas a las prebae de diagnóstico de la infec­
ción. Asimismo* al procedimiento de vacunación sntibrueelooa 
según la inve ición se aplica a otras especies animales suscep­
tibles de contraer esta enfermedad y en particular a los capri-



no* y porcinos.

A titulo do ejemplo se recurre a las cepas bien co­
nocidas» también utilizadas para la constitución de las vacu­
nas conocidas, tales como la copa Brucella abartur B.19, regis­
trada baje el número NCTC C30 3<'|5 Xa cena Orucelia aelitonsia 
Rav. 1 (disponible ®n le, nchool of Public Health, üniversity 
of California, Serkeley, Cal., E.U.A.). - - - - - - - - - - -

Pare inotilar la vacuna, ee utiliza una suspensión 
de les bacterios vivientes m  un asedio compatible con su apli­
cación sobre la mucosa conjuntiva. Par» evitar desarrollar una 
remoción de eereoión lacrimal en el momento de la aplicación, 
que podrí» traducirse por i« eliminación de una parte de la 
dosis instilad», se utiliza ventajosamente, como medio de sus­
pensión» una solución acuosa a aliñe ico tónica. - -- -- -- -

Resulta da lo que precede que 1» invención propor­
ciona por tonto un procedimiento de vacunación antibrúcelos» 
que permite suprimir por lo menos m  parte las dificultades 
encontradas con las vacunas y procedimientos de vacunación 
tradicionales, fóóo particularmente, 1» invención proporciona 
un procedimiento do vacunación que permite conferir a los ani­
males tratados un» protección por lo menos igual a Xm que se 
obtiene cor loe medios tradicionales, sin prúctioamente inducir 
un» respuesta positiva» o como m&'xtm vina respuesta positiva 
fugas, cuando los mismos animales se someten a las pruebas oe- 
rológicas ordinariamente utilizadas para la detección de la 
infección. - -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -



Además, el carácter netamente menee crítico de la 
edad del animal sometido a catas vacunaciones peralte espaciar 
las visitas regulares de un rebaño por el veterinario. - - - -

SI procedimiento de vacunación segán la invención 
puede realisarse por medio de una vacuna con una presentación 
farmacéutica que contiene, por una parte, una cantidad deter­
minada de bacterias liofilisadas que corresponde a una o va­
rias dosis unitarias de instilación, y, por otra parte, una 
cantidad determinada del medio para la puesta en suspensión de 
las bacterias que corresponden a tantas veces el volumen ins­
tilado como tifiéis unitarias haya de bacterias liofilizadna. El 
volumen para cada instilación eetá comprendido ventajosamente 
en 0 ,2 y 0 ,0 2 mi.----------------■-----------------

Unse presentaciones farmacéuticas ventajosos para la 
vacunación de los ovinos o de los bovinos contienen cantidades
de bacterias que corresponden a una o varias dosis respoetiva-

9mente de eproxiraadsmente 5.10 Bruoella abortas de cepa 9.13,
6o de aproximadamente 10 Brucella melitensls de cepa üev. 1.- -

Teniendo cuenta de los velámenes y las dosis de bac­
terias utllisadae en el procedimiento segán la invención, las 
euspensionee preparadas se hallan en conjunto más concentradas 
que las que se utilizan habitual asen te para las inyecciones sub­
cutáneas. Por ejemplo, para la vacuna 9.19 aplicada a los bovi­
nos, la dosis eficaz administrada por vía conjuntiva es del or- 

9den de 5.10 en un volumen que varia de 0,92 a 0,2 mi, o sea 
una concentración de 25.1010 a 2,5.10̂  bacterias por al. Cuan-



do so r«curre al volumen preferido de 0,05 mi para cada dosis, 
teta concentración ee por tonto del orden de 10^  bacteria» 
por mi. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -----

En un modo particular de presentación farmacéutica 
lea bacterias liofilieadas eetén contenidas en una ampolla ach­
ilada» y el medio de suspensión en un recipiente que preserva 
su esterilidad. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Eventualmente, la presentación farmacéutica contiene 
también un dispositivo para la medida y la aplicación del vo­
lumen instilado. Este dispositivo puede ser ventajosamente del 
tipo cuentagotas o micro jeringa.--- --------------- -

¿a presentación farmacéutica mencionada contiene ven­
tajosamente un nómero de dosis unitarias suficientes para las 
vacunaciones efectuadas en una jomada por el practicante. De 
esta manera» la preparación exactamente dosificada» que requie­
re un cierto cuidado, no tiene lugar mée que una ves por día.-

Otras características y ventajas del prooedi-lento 
según la invención aparecerán en loe ejemplos dados a continua­
ción. 3etos ejemplos no tienen desde luego ningún carácter li­
mitativo. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

i¿asgla,.l

El modo de vacunación según Ir invención ha sido pro­
bado en el cobaya cor. la ayuda de Brucella de cepa B.19. Hete 
ensayo permite una comparación cómoda do la eficacia del pro-



eedimiento según la invención con loe procedimientos tradicio­
nales; para esto» ditiraos, en efecto, el protocolo oficial de 
control se efectúa sobre el cobayo (Thomton P. H., Kuekatt 
J.C., 1972, L. eorap. Pathol. 82, 201-209). -------------

Unos cobayos han recibido unaa dosis variables de 
vacuna Bruoclla abortas 8.19, o bien por Via conjuntiva, o 
bien por vía subcutánea, una ves o dos veces con tres meses de 
intervalo, las respuestas eerolágicae en aglutinlnas o anti­
cuerpos que fijan el complemento han sido seguidas, en ciertos 
lotes, en 4 a 6 cobayos escogidos al azar. La resistencia con­
ferida por vacunación ha sido probada por inoculación intramus­
cular de 5.10̂  B.abortua 544, tres sesee despuás d© la vacuna­
ción primera o del recuerdo, despuás de búsqueda e identifica­
ción de las Brucelia en el bazo y los ganglios linfáticos, 40 
días ate tarde. - -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --

3n estos ensayos, las inyecciones subcutáneas (se) 
de vacuna, o intramusculares (IfS), para la inoculación se rea­
lizan con 0 ,2 mi de volumen. Las instilaciones conjuntivas so 
realizan coa 5yJ. con la ayuda de una micro jeringa.- - - - - -

Los extractos de bazo o de ganglios extraídos se cul­
tivan para hacer aparecer las colonias de Bruoella. 8© indica 
el grado de infección del bazo por el valor del log. decimal 
del número de Bracella. Los animales se dicen protegido© cuan­
do no se áetaeta la presencia de Bracella. 1© que se nota por 
el valor o. - - -  - -  - -  - -  - -  - -  - -  - -  - -  - -  - -  --

Los exámenes serológieos se realizan sobre unas mués-
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tras «¿traídas por punción cardiaca» por dosificación d« las 
iflutininas y d« loe anticuerpo» que fijan el complemento se- 
g’áii *1 mí todo Kiorotibor descrito por Reuoux 0, Plommet Jú. , 
Philippon A. (1971» Ann. ííeoh. vlter. 2» 263-269) partiendo 
de una dilución a 1/5 y oor; respecto al ruedo de referencia 
qut titula para la» do® reacciones 1/640»- - - - - - - - - -

Loe reoultadoe de loe «neeyoe de protocoló*? ee dan 
en la tabla 1.

tabla 1

Vacunación Protección Intensidad de 
infección de la rataOoeic üómero de adminia tracíonos'"

iodo a b £

1.10* 2 Cií 16/34 47 2,69
1.107 2 OR ltf/36 50 1,93

1.10a e 1.109 2 CK 12/20 60 1,02

61.10 2 se 12 A6 75 0,77
97.10J 1 se 23/57 40 2,57

y . 6 7.10y + 1 .1 0  o
1.107

2 se ♦ es 32/56 57 1,36

testigo» w» «m 0/45 0 5,61
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5.

1 0.

a) cobayos protegidos
b) número total de cobayos 
OH instilación conjuntiva 
SC inyección subcutánea

Setos resultados muestran que la protección expresa­
da por el porcentaje de cobayos hallados no infectados en la 
autápala es de 40? para loe lotes de cobayos vacunados de for­
ma tradicional por vía subcutánea, a la dosis normal de prueba

9de 7.10 bacterias. Una vacunación de recuerdo, realisada se­
rán la invención, con una dosis de 1,106 Ó 1.107 bacterias, el¿ 
va la protección a 57?. Una vacunación y un recuerdo efectuados 
según la invención conducen, según la dosis (1. 106 Ó 1.109), 
a una protección de 47 y 60%. fados los animales testigos están 
infectados.--- ---- - - - —  -

•̂5» Las respuestas eerológicae a la vacunación por vía
conjuntiva a las dosis de 1 .10 y 1.1 0 1 bacterias vivientes 
son débiles y temporales, incluso después de vacunación de re­
cuerdo; las sismas son inferiores a las que resultan de una va 
cunaeión por vía subcutánea a la dosis de 1.1O6 bacterias, y

20. muy Inferiores de las que resultan de la vacunación normal de
9prueba, a la dosis de 7.10 bacterias, por vía subcutánea. - —

25 .

Sstoe resultados muestran, en particular, que dos 
instilaciones de vacuna 8.19 de baja dosis confieren una pro­
tección superior a la de la vacunación tradicional do prueba 
sin engendrar sin embargo respuesta serológica molesta.- - - -



Ejemplo g

5* hm practicado unoe ensayos para determinar lae 
condicione* de aplicación de la vacunación conjuntiva según 
la invención en unos bovinos. A este efecto* se ha seguido la 
evolución de los respuestas aerelógicos poetvacunales y la co— 
lonisaolÓn de loa ganglio» linfáticos para diferentes dosis de 
vacuna.- - -- -- - —  - - - -------- - —  - - - —

71 terneros* de una edad de cuatro sesee aproximada- 
sen te* han recibido por vacunación conjuntiva unas dosis que ver; 
de 1.10° a 1»10M; bacterias vivientes* de una suspensión fres­
ca o liofilisada* de la cepa 3.19. loe terceros han sido san­
grados, y despule ee lee ha realizado la autopsia 15 *, 2 ó 
30 ¿ 7 días más tarde, las Bruoella vacunales han sido buscada* 
en loe ganglios linfático* parotidlanos (?), subaaxilaree (M) 
y re tro faríngeo* (!??). Las respuestas sarológicas postvacuna­
les se miden por las prueba* de aglutinación (ACO)* de fija­
ción del complemento» de Coombs* y, para la última parte de 
la experiencia* por la aglutinación eobre lámina con la ayuda 
del antigano ácido al Rosa Bengala* - - - - - - - - - - - - - -

los ternera» utilizados para estos ensayos tienen 
una edad de 3*5 a 4*5 mete* en el momento de la vacunación. Sor 
sacrificados 15 + 2 6 30 +, 2 días más tarde, loe extracciones 
sanguíneas y de los ganglios tienen lugar en la autopsia* - - -

Lnt¡ vacunaciones han sido efectuadas o bien a partir 
de cepas francés de 3.19* o bien a partir de bacterias lioflli-



saéas. En los don easoa los resultados son análogos. Loe dos 
tipos do suupensión se obtienen como sigue. - - - - - - - - -

a) Suspensión frasea

El cultivo se realisa en cajas Se Poux, durante ?4 
horas a 37® C, en un medio de Irypticasa Soy Agar (B.D. Mérieux) 
enriquecido con 1 g por litro de extracto de levadura (Yeast 
Extraet Difeo). El cultivo es recogido en solución salina tsa­
ponada» lavado por centrifugación, tomado do nuevo en la misma 
solución (suspensión a)» ajustada por medida fotométrica a la 
concentración deseada.- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

b) Suspensión liofilisada

La suspensión a) es centrifugada, tomada de nuevo a 
la concentración aproximada de 5-1011 bacterias vivientes en 
la solución constituida pon al Pinina bovina 5 g, sacarosa 
7,5 g, glutaaato de sodio 1 g, agua destilada 100 mi, esteri­
lización por filtración sobre membrana Millipore de 0,45̂ . nie­
ta suspensión b) es repartida en tubos con el volumen de 1 mi» 
después liofilisada en un aparato Speedivac Sdwards 30 Pl. En 
el momento del empleo» la suspensión es tomada de nuevo en agua 
destilada» y después llevada a dilución deseadla en solución 
tampón, teniendo en cuenta un valor de supervivencia de 70?.- -

Las suspensiones vacunales fresca y liofilisada se 
administran por vacunación conjuntiva, por depósito de una go­
ta de 0,05 ral m  la superficie del ojo derecho por medio de 
una pipeta calibrada. - -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
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Lo« ganglios extraídos «a el matadero son puestos 
en cultivo o bien inmediatamente, o bien despula de conserva- 
ción por congelación a -20® C durante ■> días como máximo.* - - *

Cada ganglio es desengrasado» flameado superfieial- 
5'» mente» seccionado m  dos» y despule tomado en una pinaa "aas-

tioador", de manera que se exprima el Jugo que ha quedado en 
una caja de medio VS (Renoux 0.» 1954» Ann. Inet. Pasteur» 37» 
325-333). Despula de 3 días de inoubaoiln a 37®0» se buscan 
las colonias de flrucclla y se identifican. - - - - - - - - -

1 0. Las aglutinir.ae se buscan y titulan por el mi todo
standard en tubos (Kencux Q. y Oausscnt H.» 1966» Cahiere du 
C.íí.S.R.K.A., C.K.l?.?., París) en el caso de suero de ternero, 
de manera que ce practique & continuación, sobre los mismos 
sueros, la prueba de coomb# por la técnica de F02 A., 1969,

15. Revista de Diagnóstico biológico 13, 207-217.

Los anticuerpos que fijan el complemento han sido 
titulados por el mitodo üicrotiter cuyas referencias se han 
dado en el ejemplo lj la reacción de aglutinación sobre lámina 
se reslisa con entlgeno ácido al Rosa Bengala del Central 

20. Veterinary Laboratory, tfeybridge, «obre los sueros de los diti­
mo» grupos de temeros vacunados, que figuran en la tabla 2 

siguiente.

Sodas las pruebas scrológicas han sido contrastadas 
con el suere-raferencia del laboratorio, que titula 1000 uni- 

?5. dadas internacionales aglutinantes (UI), y que da en nuestras



técnica» unas reacciones 50i al 1/640 en aglutinación y fija* 
ción del complemento. -

lee reeultadoe están agrupados en la tabla ?. En es­
ta tabla, las cifras relativas a la colonización correspondan 
al número da colonias obtenidas según la anotación siguientet -

1 * 1 a 4 colonias
2 * 5 a 24 colonias
3 * 25 a 124 colonias
4 * más de 124 colonias
O * indica la ausencia de Brueella

Loe títulos de aglutinación son indicados por el 
inverso de las diluciones positivas, O significa < 1/1 0} para 
el test de Coombe, 0 significa que el titulo es el mismo que en 
aglutinación) la reacción e© positiva para cualquier título 
dado) la fijación del complemento es negativa (<1/5) en todos 
los caeos. -
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Esta tabla indica también la dosis administrada, el 
plazo antro la vacunación y les exámenes, si número de 13me­
ro c en cada caso.

La colonización ganglionaria ha sido constatada en
26 de loa 34 temeros que han recibido una dosis del orden do 

91.10 bacterias, y en todos los terneros que han recibido las 
dosis do 5.109 (9/9) y 1.1010 (12A2) bacterias.-------------

Las reacciones eerológioas a la vacunación conjun­
tiva son extremadamente reducidas* 15 ¿ 2 ó 30 ¿ 2 días des­
pués de la vacunación, cualquiera que sea la dosis administra­
da, todas las pruebas de fijación del complemento son negati­
vas (<1/5), asi como las pruebas antigenas al Rosa Bengala 
(realizada únicamente en los temeros de los seis últimos pues 
tos de la tabla 2). Las pruebas de aglutinación muestran en 
total cuatro reacciones por 1/10 y una al 1/20 (=* 30 UI). La
reacción Coowbs üb en total positiva cinco veces, para unas

qdosis de vacunas superiores o iguales a 1 .1 0 bacterias. - - -

9La dosis de 5.10 bacterias, que determina por vacu­
nación conjuntiva una colonización ganglionaria sin inducir 
una respuesta serológica notable, se considera para los ensa­
yos ulteriores, que tienen por objeto determinar la eficacia 
de la vacuna administrada a las dosis que responden a las exi­
gencias del procedimiento según la invención y que acaban de 
ser definidas. - -- -- -- -- -- -- -- -- -- ------



La efloada del procedimiento da vacunación e«gdn 
la invanoián ha «ido determinada por comparación con el modo 
tradicional da vacuaacida. --------- - ------------

74 temaras, da una adad da aiata a doce «asea, han 
aido repartida* en cuatro grupos* B en el grupo testigo A; 19, 
an al grupo 3, han recibido la vacuna Brucalla abortue oepa 19 
según al «¿todo clásico, o aen 9.10^ bacterias viables por 
víasubcutinea (VSC){ 19, an el grupo C, han recibido una vacu­
na por al ttátoáo clásico, despula, sais (Cl) u ocho (C?) maesa 
ais tarda, un recuerdo por vía conjuntiva (VC), an al ojo d«- 
rocho, coa 5 .1 0 baotsriast 26, an al grupo D» han recibido 
dos instilscionss por VC «i si ojo dartoho con 5.19̂  bacterias, 
con sais (01) y ocho (52) «ssss ds intsrvslo. - - - - - - - -

La vacuna 3*19 ss prepara coso se describe en si 
sjsnplo prscedents. Se ha utilisado la ospa liofiliaada, pues­
ta sn suspensión su una solución salina isotánica. 21 número 
da bacterias viables as controlado por «altivo. Las dosis da 
vacuna administradas son do 9.10 ü bacterias sn un voluatn ds 
5 ni, para la vaounaoián subcutánsa, y ds 5.10 baotsrias on 
un volumen da 0,1 al (2 gotas), para la vaounaoián conjuntiva.
La ospa infectent# 3. abortos 544 ss inoculada a la dosis ds

£16,4.10 baotsrias sn 0,1 si por via conjuntiva. - - - - - - -

U) Erasen «apológico

Las extracciones sanguíneas ss practican cada «amana



- 29

a partir da Xa vacunación. Las medidas sa efectúan» cama sa 
ha indicado anteriormente en al ejemplo 2» por aglutinación» 
fijación dal complemento, o aglutinación sobra lámina sn me­
dio ácido con el antígeno al Rosa Bengala (tal eomo sa ha dea* 

5* arito por Hleoletti ?.» 1967» J. Amar* vat. Sed, Asaos., 151»
1778*1783)------------------- - ---------------

La reacción aerológica sa considera positivas - • - «-

* si su titulo en aglutinina os igual o superior a 30 CI, lo 
que corroapondo a una aglutinación 108̂  a la dilución 1/40} *

10. - ai su titulo en fijación del complemento oa igual o superior
a 1/5* cualquiera que sea al titulo m aglutinina. * * * * * *

Los resultados se dan en la tabla 3. Seta indica» 
en función del número de semanas transcurridas desda la vacu­
nación, el número de terneras earelÓgicamenta positivas para 

15. cada uno da loa grupos. -
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Laa cifrua entre paréntesis indican el náaero total 
da terneras par grupos. Loe grupos 0 y B están divididos en 
01» C2 y D1, D2» eegdn la facha en la cual ee ha practicado 
el recuerdo.

Se constata que» en el grupo S» la vacunación ee se­
guida de una respuesta positiva durante prácticamente siete 
¡asese, e incluso hasta doce y trece meses para des temerás 
vacunadas respectivamente a la edad de 8,5 y 10,5 meses.- - -

En el grupo C, el recuerdo por via conjuntiva condu­
ce a una respuesta positiva que se prolonga aproximadamente 
dos meses. Con respecto al grupo B» se constata que el recuer­
do» on la práctica, no prolonga de forma sensible el periodo 
durante el mal el ssrodiagnóstico puede ser perturbado por 
las reacciones postvacunales. - - - - - - - - - - - - - - - -

Finalmente en el grupo o, correspondiente a doe ins­
tilaciones, no hay prácticamente respuestas positivas, y las 
que aparecen son limitadas tentó en su duración costo en su 
intensidad («1 máximo 30 ül). - - - - - - - - - - - - - - - -

Las figuras 1, 2 y 3 indican, respectivamente, la 
evolución de los anticuerpos dosificados por serOaglutinación 
(SA; y fijación del complemento (CP) en función dril tiempo en 
a tacnas paral

- fig. 1, las terneras del grupo 3» seis meaos despule de la 
vacunación, y, para loa grupos C1 y 02, a partir dal recuerdo,-



- fig. 2* Xas temaras del grupo B, despuóe da la vacunación 
prlaariai - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

• fig. 3» Xaa terneras dtl grupo D» despule da Xa vacunación 
da recuerdo. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Lae 74 temerse precedetea han «ido inseslnedas a 
una adad «oapredida antro quince y veinte «atea* 24» no gao* 
tantea e cuyo tóraino da Xa geetaeldn era deaaaiado tardía# 
han sido eliatnadaa para cata segunda parta da Xa experiencia! 
el grupo A ha sido reducido aaí a 7 aniaalea, aX grupo B a 12» 
aX grupo C a 12» y el grupo B a 19* latas 99 tamaraa aa in­
troduce e  un estable eeteco do Xa estación «ruedo están 
gástete da 4# a 64 «eses» y despula inoouXadaa por depósito 
da Xa dosis infeste ta e  aX ojo 1 aquí ardo.     ------ -

Peatarlarseta a Xa inoculación, aa sigue los re­
sultados clínicos» naterialisados por al número da partos a 
tlminc (264 &lu) y la media da la duración da la gestación.*»

3a eftotde taabián «adidas baetaraológlcas para de- 
tarainar el grado da infección. - - - - - - - - - - - - - - -

La exorsoión Aa las BrucaXla ss husos por cultivo e  
si suaus vaginal past-partua y e  al calostros» estro días 
suceaivaiaets s partir dsl parto. Le Brucolla so husee tn al 
baso» loo pulseas y el líquido gástrico da loo fotos y toma­
ros suartos da distocia. - -- -- -- -- -- -- -- -- --



Las vacas son sacrificadas seis semanas aproximada* 
mente después del parto. 19 ganglios y 10 trozos de órgano son 
sustraídos» mélidos separadamente o en mésela» y reagrupados 
en 10 molióse. Cada uno de loe dies molidos» loe más frecuen­
temente infectados (ganglios retromamarioe» iliacos y de la 
cábese» cuartos de mama) os inseminado ea dos cajas suplemen­
tarias» puestas en la estufa sin CQg para la puesta en eviden­
cia eventual de la cepa de vacuna 3.19 cuo no ha sido encon­
trada nunca. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Para cada snimal hallado infectado» una colonia por 
lo menos es identificada por la aglutinación sobro lámina con 
los sntisueroe específicos» la lisotípia, la dependencia hacia 
21 COg» y la puesta en evidencia del carácter ureasa-negativo» 
carácter que es propio de la cepa de prueba 544. Sodas las 
cepas aisladas presentaban estos caracteres. - -- -- -- -

Los resultados están relacionados en la tabla 4. En 
esta tabla están indicados» para cada grupo* - -- -- -- --

- el número total de partos a término»

- la duración media de la gestación»

- el número de ternera© en las cuales las Bruoella han sido 
halladas de nuevo»

- el número de terneras infectadas».



Sa
bi
a 
4

-  30 -



-  31 -

De forma significativa se constata que la media do 
infección en loa grupos vacunados es muy inferior a la del 
grupo testigo. £L recuerdo por via conjuntiva incrementa muy 
netamente la protección obtenida por la vacunación clásica» La 

5* vacunación por dos instilaciones conjuntivas da mejor resul­
tados que la vacunación clásica. - - - - - - - - - - - - - - -

8a la práctica, operando cagón el modo realizado pa­
ra el grupo C, se puede reforzar notablemente la vacunación 
clásica sin inconveniente para las reacciones serológicas. La 

10* vacunación tal como se ha efectuado on el grupo D peralte
evitar laa obligaciones ligadas a la horquilla de edad do la 
vacunación clásica siendo al sismo tiempo más eficaz que ásta 
y sin dejar anticuerpos a un título significativo. - - - - - -

H 0 f A

15* Se declaran de novedad y propiedad para España, sue
territorio» y plazas de aoberanía, las siguientes; - - - - -

y g I V I » P I 0 A C I 0 » B 3

1.- Procedimiento da vacunación contra la brúcelo- 
sis, caracterizado porque se instila en la conjuntiva de los 

20» animales tratados una dosis ie Brucella vivientes de una cepa
avirulenta o convertida en avirulenta, en suspensión en un me­
dio compatible con la aplicación sobre la conjuntiva, siendo 
dicha dosis suficiente para que provoque una colonización de 
por lo menos uno de los ganglios linfáticos que drenan la
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zona orbital, y pana que teta colonización pcrzista aproxima­
damente por lo ásenos un meo posteriormente a dicha instila­
ción, no excediendo esta dosis sin embargo, prácticamente, de 
la que induciría una formación duradera de loa anticuerpos 

5. humorales responsables de las respuestas positivas en las
pruebes tradicionales de detección de la infección.» —  - - -

2. - Procedimiento según Ir reivindicación 1, carac­
terizado porque la dosis no excede do la que induciría la 
formación de snticuerpos humorales de pequeña amplitud y sue­

lo. ceptibles de persistir más allá de un período de tres» meses
posteriormente & la instilación. - - - - - - - - - - - - - -

3. - Procedimiento según le reivindicación 1 ó 2, 
csraoterisado porque comprende una primera instilación, segui­
da de una instilación de recuerdo efectuada en las sismas con-

1?. dioiones, normalmente como mínimo tros meses despula de la
primera. - -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -

4. - Procedimiento según la reivindicación 1 ó 2, 
caracterizado porque 1% instilación se haca en recuerdo de 
una vacunación tradicional, particularmente por vía subcutár

20. nea. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

5. - Procedimiento según cualquiera de las reivindi­
caciones anterior®#» caracterizado porque las bacterias uti­
lizadas son del tipo Srucella abortus de cepa 3.19 (registra­
da con el número ífCfC 803a). - -------------- - • -----

25, 6.- Froedlmiento según la reivindicación 5» carao-
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terizado porque, para vacunar bovinos» es instila una dosis
9 10áe vacuna que contiene de 10 a 10 bacterias» y prefereate-

9mente aproximadamente 5.10 .

7.- Procedimiento según la reivindicación 6» carao*
5. terizado porque se efectúa una primera instilación a unos

bovinos de una edad de cuatro a dios meses» y luego, después 
áe un período de por lo menos tres meses y en los bovinos de 
una edad entonces de dias a veinticuatro meses, se efectúa 
una segunda instilación en unas condiciones prácticamente 

10. idénticas*

o.* Procedimiento según la reivindicación 6* carac­
terizado porque la instilación constituye un recuerdo áe una 
vacunación tradicional por vía subcutánea. - - - - - - - - -

9. - Procedimiento según la reivindicación o, carac-
15. terizado porque la Instilación se efectúa por lo renos tren

meses después de la inyeoftión subcutánea y en unos bovinos 
de edad de diez a quince meses, habiendo sido efectuada la 
inyección subcutánea antr© los cuatro y siete atases. - - - -

10. - Procedimiento según cualquiera de las reivirt-
20. dioaciones 1 a 4, carneterizado porque las bacterias utiliza­

das son del tipo Srueella taelltensis de cepa Bev. 1 (disponi­
ble en la ?chool of Public deolth, üniversity of California, 
Berkeley» Cal., T'.J.A.). - -- -- -- -- -- -- -- -- -

11. - ;roceñimiento según la reivindicación 10, carne
25. terizado porque, para la vacunación de ovinos, la dosis insti-
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C  £

lada contiene de $.lCr a 5.1G ¡motarla», y preferentemente
6aproximadamente XO • —  - —  - - - - - ----

12.- «PROCEDIMIENTO OS VACUNACION CONTRA LA BRUCE­
LOS IS1**

5. Todo alie conforro# se deacribe y reivindica en Xa 
presente memoria, que coñete de treinta y cuatro bojas, folia­
da» y mecanografiada» por una »ola de »u« oara» y de do» lámi­
nas de dibujo» que Xa ilustran.
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