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RESUMEN

La brucelosis en ovinos es causada por Brucella melitensis, B. abortus, y B. ovis,
provocando principalmente en el caso de las dos primeras especies, problemas en la
reproduccion de las hembras y en el caso de B. ovis, epididimitis contagiosa del carnero. Ante
el auge de la produccién ovina en Costa Rica, el presente estudio da a conocer el estado actual
de la brucelosis en estos animales en el pais. Para este fin, se obtuvieron sueros de 510
animales pertenecientes a diez fincas distribuidas en ocho regiones a nivel nacional. A estas
muestras se les realizd la prueba de Rosa de Bengala (RB) por dos métodos, el de rutina
utilizado para bovinos y la modificacién sugerida por la OIE para ovinos. También, estas
muestras fueron analizadas utilizando ELISA indirecto (ELISAi), ELISA competitivo
(ELISAC) y la prueba de fluorescencia polarizada (FPA). Para la validacion y evaluacion del
rendimiento de todas las pruebas se utiliz6 20 sueros de ovinos con aislamiento de B.
melitensis y 20 sueros libres de brucelosis. Ademaés, tres de los animales que resultaron
positivos en RB y en ambos ELISAs, fueron sacrificados, obteniéndose aislamientos
morfolégicamente y bioguimicamente compatibles con Brucella spp., sin embargo, la
caracterizacion molecular, la inmunohistoquimica y la inmunofluorescencia directa realizada
en estos aislamientos revelaron que no pertenecian al género Brucella. En términos generales,
la seroprevalencia contra antigenos de Brucella en ovinos a nivel nacional obtenida es baja, ya
que correspondio de 0.2 % al 0.98 % en la poblacién analizada, y por lo tanto, se deben seguir

apoyando a los productores nacionales y establecer reglamentaciones para proteger al hato



ovino nacional y limitar el ingreso de animales vivos solamente de paises con prevalencias

igual 0 menores a las descritas para Costa Rica.



vi

ABSTRACT

Brucellosis in sheep is caused by Brucella melitensis, B. abortus, and B. ovis, causing
mainly in the case of the first two species, problems in reproducing females and in the case of
B. ovis, contagious epididymitis in rams. With the growth of sheep production in Costa Rica,
this study discloses the current status of brucellosis in these animals in the country. For this
purpose, sera from 510 animals were obtained, belonging to ten farms in eight regions
nationwide. These samples underwent testing of Rose Bengal (RB) by two methods, including
routine that is used for cattle and the modification suggested by the OIE for sheep. Also, these
samples were analyzed using indirect ELISA (ELISAI), competitive ELISA (ELISAc) and
fluorescence polarization assay (FPA). Sera from 20 sheep with isolation of B. melitensis and
20 sera free of brucellosis were used for validation and performance evaluation of all tests. In
addition, three animals that were positive in both ELISA and RB were sacrificed. Isolations
compatibles morphologically and biochemically with Brucella spp. were obtained, however,
molecular characterization, immunohistochemistry and direct immunofluorescence
demonstrated that these isolates did not belonged to the Brucella genus. Overall, the
seroprevalence against Brucella antigens in sheep at national level obtained is low, as it
accounted for 0.2 % to 0.98 % in the population tested, and therefore, should continue to
support national producers and establish regulations to protect the national sheep herd and
limit the entry of live animals only from countries with prevalence equal to or less than those

described for Costa Rica.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes
1.1.1. Definicion

La brucelosis es una enfermedad causada por bacterias del género Brucella, éstas son
capaces de afectar a un amplio espectro de mamiferos, tanto silvestres como domeésticos, pero
principalmente, a estos Gltimos y al ser humano (Nufiez et al., 1997; Moreno y Moriyon, 2002;
Blasco, 2004). Las bacterias pertenecientes a este género provocan importantes pérdidas en los
animales de produccién, y ademas constituyen una de las zoonosis mas importantes en el
mundo, por lo que también posee potencial bioterrorista (Crespo, 1994; Moreno y Moriyon,

2002; FAO et al., 2006).

1.1.2. Etiologia

Estas bacterias son pequefios cocobacilos inmdviles, intracelulares facultativos,
aerobicos, Gram negativos, todas son parasitos estrictos de los mamiferos, con predileccién
por Organos ricos en eritritol, tales como los sistemas fagocitico mononuclear y reproductor

(Pugh, 2002; Carter y Wise, 2004; Tortora et al., 2007).

Hasta hoy se reconocen diez especies en este género: Brucella abortus (afecta
principalmente a bovinos), B. suis (afecta cerdos), B. melitensis (considerada especifica de
caprinos, pero puede afectar bovinos, ovinos y otros mamiferos), B. canis (afecta perros), B.
ovis (afecta ovinos), B. neotomae (afecta ratas del desierto) (Pugh, 2002; Blasco, 2004; Carter

y Wise, 2004), B. pinnipedialis (afecta pinnipedos tales como focas, leones marinos y morsas),



B. ceti (afecta cetaceos incluyendo delfines, ballenas y marsopas) (Foster et al., 2007), B.
microti (roedores) y B. inopinata. Esta ultima se considera la especie mas recientemente
incluida en dicho género y se desconoce su reservorio natural; sin embargo, se ha aislado de
implantes de seno de una mujer y de otro paciente con una infeccion pulmonar (De et al.,

2008; Scholz et al., 2008).

Si bien existe cierta especificidad entre las especies de Brucella y sus huéspedes
naturales, se sabe que algunas de ellas tienen la capacidad para producir, ocasionalmente,
infecciones en individuos de otras especies de mamiferos que no corresponden a su huésped
habitual, pero que si han estado en contacto con estos ultimos (NUfiez et al., 1997; Blasco,

2004).

1.1.3. Patogénesis

Al ingresar a su hospedero, Brucella puede ser fagocitada por las células dendriticas, los
polimorfonucleares y los macréfagos, como parte de la inmunidad innata. Sin embargo, una
vez dentro de macrofagos y células dendriticas, las bacterias son capaces de sobrevivir y
multiplicarse en el reticulo endoplasmatico, debido a que manipulan el trafico intracelular, de
manera que previene la evolucion del endosoma temprano a endosomas tardios y a lisosomas.
El fagocito migra por via linfatica a los ganglios regionales correspondientes, pasando luego al
torrente sanguineo, con lo cual se desarrolla una bacteremia y la consecuente diseminacion del

patogeno en todo el hospedero (Edmonds et al., 2001).



1.1.4. Transmisién

En la transmision de animal a animal, las vias de infeccion son diversas, pero la mas
frecuente es por ingestion de material contaminado después de un aborto o parto de alguna
hembra infectada, debido a que se elimina gran cantidad de bacterias a traves del feto,
membranas fetales y secreciones uterinas (Songer y Post, 2005). Ademas, la excrecion de

Brucella también puede darse en las secreciones de la ubre y en el semen (OIE, 2012).

1.1.5. Brucelosis ovina

La brucelosis en ovinos puede ser causada por B. ovis que se caracteriza por ser rugosa,
y por las brucelas lisas B. abortus y B. melitensis (Carter y Wise, 2004). Todas estas especies
pueden producir abortos y alteraciones testiculares como epididimitis u orquitis (Méndez et

al., 1999).

Las brucelas lisas afectan sobre todo a hembras adultas, quienes excretan el
microorganismo por muchos meses y su infeccion se caracteriza por la produccién de aborto
en el ultimo tercio de gestacion, retencion placentaria, infertilidad y aumento en la mortalidad
perinatal. En ocasiones poco frecuentes se da infeccion a nivel articular, a diferencia de ésta, la
colonizacién de glandula mamaria es comun, lo que resulta en una pobre produccién lactea, y
a la vez la leche se convierte en recurso potencial para la infeccion a humanos. Los carneros
son mas resistentes, y cuando se afectan las lesiones suelen ser limitadas solo al aparato
reproductor, presentando ocasionalmente orquitis (NUfiez et al., 1997; Scott, 2006; Noyma et

al., 2009; OIE, 2012).



Respecto a B. ovis, las hembras pocas veces se afectan por esta bacteria, en cuyos casos
pueden presentar aborto; no obstante, su mayor importancia es epidemioldgica al poder
diseminar la enfermedad a sus crias (Méndez et al., 1999); esto porque la bacteria afecta
principalmente a los machos, a quienes causa la epididimitis contagiosa del carnero, con
lesiones como orquitis y epididimitis (si bien B. abortus y B. melitensis pueden causar esto, la
capacidad de B. ovis es mayor), siendo el incremento de tamafio del epididimo (unilateral en la
mayoria de casos) el signo mas comdn, y causal de infertilidad (Ficapal, 1993; Nufez et al.,

1997).

Esto porque cuando B. ovis se establece en los epididimos genera hiperplasia y un
proceso de metaplasia del epitelio de los tubulos epididimarios, lo que conlleva a formar
vesiculas intraepiteliales; estos cambios epiteliales conducen a la extravasacion de
espermatozoides al instersticio, lo que causa una reaccion inflamatoria y formacion de
granulomas espermaticos, en respuesta a los espermatozoides lisados que liberan acido
micdlico, con lo que se provoca una reaccion inflamatoria que se caracteriza por edema

perivascular e infiltracidn del tejido conectivo (Robles, 2008).

Las principales vias de infeccion de esta bacteria en animales adultos es venérea y el
contacto sexual entre machos. La epididimitis asociada a B. ovis se da en machos adultos, en
los corderos que no se han utilizado como sementales se asocia sobre todo a Actinobacillus
seminis e Histophilus ovis; sin embargo, estos agentes también pueden afectar los machos

adultos (Mendez et al., 1999).



1.1.6. Zoonosis

No existen reportes de que B. ovis afecte al ser humano (Méndez et al., 1999), por lo que
esta especie, junto con B. neotomae y B. microti, constituyen excepciones dentro del genero,
ya que las demas especies se han reportado como agentes zoondticos (Blasco, 2004),

principalmente B. melitensis, seguido por B. abortus (Godfroid et al., 2005).

El humano se infecta por contacto directo con animales infectados, principalmente por
via de las mucosas conjuntival u oronasal, o de forma indirecta por ingestion de productos de
origen animal contaminados (leche y sus derivados) (Moreno y Moriyon, 2006). La brucelosis
en humanos es una enfermedad profesional, en la que ganaderos, carniceros, veterinarios y
laboratoristas tienen mayor riesgo de infectarse (Blasco, 2004; FAO et al.,, 2006). Es
caracterizada por fiebres recurrentes y manifestaciones muy variadas como dolores articulares,

sudoraciones, anorexia, pérdida de peso y meningitis (Sohn et al., 2003).

1.1.7. Diagnostico

Para diagnosticar la presencia de Brucella mediante la puesta en evidencia de sus
antigenos (métodos directos) existen diferentes técnicas laboratoriales, entre ellas, tinciones e
inmunofluorescencia de improntas o frotis de productos de abortos o exudados vaginales que
permiten la observacion de su morfologia, cultivos en medios normales o selectivos de
exudados uterinos, fetos abortados, secreciones de las ubres o tejidos como ganglios linfaticos,
organos reproductores y semen, o bien la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) e

inmunohistoquimica (IHQ) como métodos complementarios.



Asi mismo, existen otras técnicas que permiten detectar los anticuerpos séricos (métodos
indirectos) como la prueba Rosa de Bengala (Prueba del antigeno tamponado de Brucella), la
prueba de la fijacion del complemento (FC), doble inmunodifusién en gel de agar (DDG),
ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas o enzimoinmunoensayos (ELISA) (Crespo,

1994; Robles, 1998) y la prueba de fluorescencia polarizada (FPA) (OIE, 2012).

Los métodos basados en la PCR son muy utiles para identificar el antigeno, lo cual se
logra al reconocer fragmentos de &cido nucleico de las bacterias, y han avanzado de manera

gue han mejorado su sensibilidad, especificidad y facilidad técnica (Ling y Nielsen, 2010).

La inmunohistoquimica es una técnica sensible y especifica que detecta el antigeno de
Brucella. Al hacer uso de la misma es posible detectar la bacteria en el citoplasma de células
inflamatorias, en especial de los neutrofilos y macrofagos de los tejidos fijados (Nasruddin et

al., 2014).

La técnica utilizada mas comudnmente es la de estreptavidina-biotina, pero hoy dia
empieza a tomar auge un sistema que aumenta mucho la sensibilidad y elimina la aparicion de
falsos positivos por la biotina enddgena de los tejidos, se basa en la utilizacion del dextrano,
un polimero de alto peso molecular, al que se conjugan un gran numero de moléculas de

enzima y de anticuerpo secundario (Pardo et al., 1998).

Entre las técnicas de diagnostico seroldgico mas tradicionales se encuentra la prueba de
Rosa de Bengala (RB); en la que se somete el suero por evaluar a una solucién de antigeno

brucelar y se observa como las bacterias se aglutinan por el efecto de los anticuerpos del suero



positivo; por lo que es util para evidenciar exposicion a la bacteria (Jiménez, 2013). Esta
prueba tiene una sensibilidad de 81.2 % y una especificidad de 86.3 %, siendo muy util en el
analisis preliminar para la deteccion de hatos infectados, o bien garantizar la ausencia de

infeccion en hatos libres (Crespo, 1994; Gall y Nielsen, 2004).

Con el fin de aumentar la sensibilidad la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) y la Union Europea recomienda utilizar 75 uL de suero y 25 pL de antigeno, en lugar
del método tradicional que utiliza volumenes iguales (SCAHAW, 2001; OIE, 2012). Se debe
considerar que esta técnica no es Util para B. ovis, porque al ser del tipo ruguso no tiene la
habilidad de formar suspensiones estables y por ende las pruebas basadas en aglutinaciones no
son utiles, recomendandose su uso, principalmente, solo para las brucelas lisas (Alton et al.,

1988; Moriyon y Gamazo, 1990).

La doble inmunodifusion en gel de agar (DDG) ha sido muy utilizada para la deteccion
de anticuerpos contra antigenos de B. ovis, con diversos procedimientos y resultados, pero
cuando la prueba se estandariza con una concentracion adecuada de cloruro de sodio en el gel

y un antigeno apropiado, ésta es muy sensible y especifica (Marin et al., 1989).

El uso de ELISA, tanto indirecto como competitivo, ha brindado buenos resultados
diagnosticos, con ventajas como requerir una cantidad minima de antigeno, los reactivos
suelen ser més estables y es capaz de detectar cualquier tipo de inmunoglobulina dependiendo
del conjugado utilizado, ademas poseen altas sensibilidades y especificidades, con valores

respectivamente de 96 % y 93.8 % para el ELISA indirecto (ELISAI), y de 97.7 % y 90.5 %



para el ELISA competitivo (ELISAc) (Rahaley et al., 1983; Ris et al., 1984; Gall y Nielsen,

2004; OIE, 2012).

El ELISAI se basa en la deteccién de anticuerpos contra el LPS (lipopolisacarido),
molécula situada en la membrana externa de la Brucella, altamente inmunogénica y anfipatica,
siendo la porcion de azucares hidrofilica y el lipido A hidrofébico, esta Gltima porcion es la
que permite al LPS adherirse a las superficies plasticas de los platos de ELISA, para ser
posteriormente detectado por los anticuerpos especificos de los sueros de animales infectados,
los cuales se unen con alta afinidad a la cadena O del LPS (estructura antigénica méas expuesta

de Brucella).

Esos anticuerpos unidos al LPS son detectados por anti-anticuerpos anti-LPS de
Brucella conjugados con una enzima (peroxidasa), la union de estos segundos anticuerpos es
proporcional a la cantidad del primer anticuerpo ligado al LPS. Finalmente, por medio de una
reaccion enzimatica en la que un sustrato incoloro (solucion de revelacion) se transforma a
coloreado, cuya densidad Optica es medida con un espectofotdmetro, se determina la presencia
de anticuerpos, siendo la intensidad de color proporcional a la cantidad de anticuerpos unidos

(Moreno, 2004; Hernandez, 2006; Rivers et al., 2006).

En el ELISACc, el LPS es expuesto tanto a suero del animal por diagnosticar, como a
anticuerpo monoclonal de raton especifico para un epitopo de la cadena O del LPS. Si el suero
posee anticuerpos contra el LPS de Brucella, estos compiten contra los anticuerpos de raton y

se unen al LPS, en ausencia de anticuerpos anti-LPS de Brucella, son los anticuerpos



monoclonales de raton los que se ligan al LPS. Posteriormente, se afiade anticuerpo de cabra
contra anticuerpo monoclonal de raton conjugado con enzima peroxidasa, la union de
conjugado a anticuerpo de raton es proporcional a la cantidad de este Gltimo unido a LPS, por

ende, inversamente proporcional a la presencia de anticuerpos anti-LPS de Brucella.

Luego de estas reacciones se agrega una solucidon sustrato que efectuara un cambio en la
coloracion de acuerdo a la cantidad del complejo antigeno-anticuerpo-conjugado, el cual es
determinado por espectofotometria. En esta prueba, los sueros de animales positivos no

generaran cambio de color, o éste serd minimo (SENASA, 2009).

La prueba de fluorescencia polarizada (FPA) es una técnica sencilla que mide la
interaccion antigeno-anticuerpo, posee una sensibilidad de 97.5 % y una especificidad de
98.9 %. Esta basada en la rotacion al azar de las moléculas en solucion, siendo el tamafio de
las mismas el principal factor que determina la velocidad (inversamente). Para esto se marca
un antigeno de bajo peso molecular con un fluorocromo, y se afiade a suero, si hay presencia
de anticuerpos su unién al antigeno marcado descendera la velocidad de rotacién, lo cual se
determina con la medicion de la intensidad de luz polarizada en planos verticales y
horizontales, debido a que una molécula grande emite mas luz en un plano determinado (mas
polarizada) que una de tamafio pequefio, la cual rota mas rapido y emite mas luz despolarizada

(Gall y Nielsen, 2004; OIE, 2012).
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1.2.  Justificacién

Actualmente, tanto a nivel nacional como en otros paises de la region, se esta dando un
auge en la ovinocultura por los beneficios que ésta representa con respecto a otros tipos de
produccién animal. Entre ellos, la posibilidad de una explotacion silvopastoril muy eficiente,
con ventajas como aumento de la fertilidad de la tierra, control del crecimiento del forraje,
reduccion de uso de herbicidas, mas facil gestién de cosecha, aumento de los rendimientos de
los cultivos, incluyendo obviamente la venta de animales y sus productos. Dichas ventajas van
de la mano con objetivos de suma importancia de la produccion animal en paises en
desarrollo, tales como la maximizaciéon de la produccion de alimentos y la generacion de

ingresos en efectivo adicionales (Devendra, 2011).

Si bien, en el pais, empieza a existir un mayor mercado para el consumo de productos y
subproductos de estos animales, comercializdndose algunos de ellos en restaurantes y
supermercados, muchos se manejan de manera local y rustica sin ningin tipo de manejo
adecuado, esto porque lo mas comun es que los sistemas de explotacion ovina sean actividades
secundarias 0 para consumo propio en actividades familiares o festejos populares como topes

o cabalgatas (Montero et al., 2006; D. Montero, comunicacion personal, 02 de Abril 2014).

Se sabe que en Costa Rica existe una gran movilizacion de los ovinos de un hato a otro,
sin ningun tipo de control, pruebas o cuarentenas en la mayoria de casos, lo que facilita la
rapida y facil diseminacién de cualquier enfermedad, a la vez que se carecia de registros a
nivel nacional de la ubicacidn de gran parte de los establecimientos (los cuales en su mayoria

funcionan con escasas 0 nulas medidas de bioseguridad ni asesoria veterinaria y practicamente
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la aplicacion de tecnologia es nula), asi como se desconocia un namero real aproximado a la
poblacién ovina actual (Montero et al., 2006; D. Montero, comunicacion personal, 02 de Abril

2014).

Ademaés, a pesar de la presencia de B. melitensis en paises de la region centroamericana
(Moreno, 2002), hasta la fecha de este estudio, en Costa Rica no se habia realizado ninguna
investigacion que describiera la brucelosis en el hato ovino nacional. Por lo tanto, se
desconocia todo respecto al estado de la enfermedad en los ovinos del pais, incluyendo B.

abortus, B. melitensis o B. ovis.

Por otro lado, el Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA) como autoridad de
sanidad debe poseer informacién de referencia ante organismos internacionales como la OIE
(Organizacion Mundial de Sanidad Animal), y esta informacidn debe servir de precedente para
aceptar o negar la importacion de animales vivos procedentes de paises de la regién con
reconocidos problemas con las especies de bacterias del género Brucella més patdgenas para

los seres humanos.

Por las razones expuestas, se justificaba la realizacion del presente estudio que permito6
estimar la situacion sanitaria de estos animales con respecto a brucelosis, para establecer las
posibles estrategias sanitarias con respecto a esta enfermedad zoonotica, investigacion que en
su proceso también permitio conocer algunos aspectos esenciales de la bioseguridad con que
se estan manejando los hatos ovinos de mayor tamafio y proveedores de pie de cria, asi como

obtener un aproximado de la poblacién y registrar la ubicacion de una buena parte de estos
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establecimientos, lo cual también sirve de precedente y serd de gran utilidad para cualquier

otro estudio en esta poblacion del pais.

Todos estos datos seran de vital importancia para el Programa Nacional de Salud en
Rumiantes Menores del SENASA, debido a que permitiran la implementacion de una correcta
estrategia sanitaria con respecto a la enfermedad, lo cual contribuird a mejorar los indices
reproductivos y productivos, asi como a garantizar al consumidor seguridad sanitaria en los

alimentos de origen ovino que consume.

1.3.  Hipdtesis

Ho: En el hato ovino del pais existen animales seropositivos contra antigenos de

Brucella spp. en una prevalencia mayor a 1 %.



13

1.4.  Objetivos
1.4.1. General

Realizar un estudio epidemioldgico de base para establecer la presencia o ausencia de
animales seropositivos contra antigenos de B. abortus, B. melitensis o B. ovis en el hato ovino

de Costa Rica.

1.4.2. Especificos

1.4.2.1.  Generar informacion sobre la poblacion ovina y del estado actual de la brucelosis
ovina en Costa Rica que aporte en la toma de medidas sanitarias que debe adoptar

el pais respecto a esta enfermedad.

1.4.2.2. Determinar la presencia 0 ausencia de anticuerpos contra antigenos de brucelas

lisas en ovinos a nivel nacional.

1.4.2.3. ldentificar presencia de anticuerpos contra antigenos de Brucella ovis a través de
doble inmunodifusién en gel de agar, en caso de carneros con sintomatologia

compatible.

1.42.4. Aislar Brucella spp. de individuos seropositivos, clasificarla y confirmar su

presencia a través de técnicas de inmunohistoquimica.

1.4.2.5. Conformar un banco de sueros de ovinos del pais, que sera de utilidad para realizar

estudios posteriores sobre agentes infecciosos en ovinos.
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2. METODOLOGIA

2.1.  Recopilacion de datos de productores.

Mediante la aplicacion de una encuesta telefonica a ovinocultores, se logro contabilizar
164 hatos ovinos y 12 358 animales en el pais. Estos contactos se obtuvieron de bases de datos
de ASOOVIAMCO (Asociacion Ovicaprina Ambientalista Costarricense), Regionales del
SENASA, SIREA (Sistema Integrado de Registro de Establecimientos Agropecuarios),
Médicos Veterinarios, y de los mismos productores que nos facilitaban la informacion de

otros. En esta encuesta se consulto (ver Anexo 1):

a. Propietario de la explotacion

b. Numero telefénico del propietario

¢. Ubicacion de la finca.

d. Poblacion ovina.

e. Historia clinica (factores de riesgo presentes asociados a la presencia de Brucella

spp.).



15

2.2. Muestreo
2.2.1. Tamafo de la muestra total

El tamafio de la muestra fue de 510 animales, cantidad ligeramente mayor a la calculada
de 489, correspondiente a la necesaria para un estudio de deteccion de enfermedad (en este
caso deteccion de anticuerpos para la misma), con una confianza de 95 % y prevalencia
minima esperada de 0.6 %, segun la formula de Cannon y Roe (1982), la cual se presenta a
continuacion:

n=(1-(1-P)1/d)x(N-(d—;1))

Donde:
n= tamano de la muestra
N= tamafio de la poblacién

P= nivel de confianza

d=numero de casos detectables en la poblacion

2.2.2. Seleccién de fincas y calculo de sus respectivas muestras

Para la seleccion de las fincas, todas las que se lograron encuestar se dividieron en tres

estratos, tal como lo representa el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Estratos de la poblacion ovina de Costa Rica.

Estrato Definicion Poblacién N° de hatos

a. Hatos élite Proveedores de pie de cria. 6 200 22

Poblaciones mayores o iguales a
150 individuos

b. Hatos medianos Proveedores de cria en forma 3577 37
eventual.

Poblaciones inferiores a 150
ovejas y mayores o iguales a 60

c. Hatos pequefios Poblaciones con menos de 60 2691 105
animales

Se considera que el hato ovino nacional tiene caracteristicas homogéneas respecto a su
bioseguridad y manejo, es sumamente comun el trasiego de animales de una finca a otra sin
importar el tamafio de éstas, todos esos movimientos suelen realizarse sin ninguna prueba de
por medio para deteccion de alguna enfermedad ni la ejecucion de cuarentenas, asi mismo,
indiferente a la poblacion ovina de las producciones, es frecuente encontrar en algunas de ellas
el convivio con otras especies, en especial bovinos (Montero et al., 2006; D. Montero,
comunicacion personal, 02 de Abril 2014). Por eso, se consideré que al muestrear una
proporcidn de fincas, seleccionadas al azar y distribuidas en todo el pais, el resultado de ellas

en su conjunto seria una buena representacion de lo que vive el hato en el territorio nacional.
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A pesar de esa homogeneidad mencionada, se escogieron aleatoriamente producciones
ovinas de los primeros dos estratos (a y b), que en buena medida reflejan lo que viven las
demas, esto porque las fincas mas grandes son las que normalmente proveen el pie de cria a
las otras, asi que las producciones de pequefia magnitud en general presentan el mismo estado

sanitario a las de mayor tamafo.

A cada uno de estos dos estratos se les establecid una muestra proporcional a la
poblacion con la que cuenta. Luego, se procedid a seleccionar, de manera aleatoria, finca por
finca. Para este propdsito se ordenaron por region (de acuerdo a regionalizacion utilizada por
el SENASA) de manera alfabética por el nombre del propietario, se les asigndé un ndmero

consecutivo y posterior a esto se escogieron utilizando la funciéon aleatorio de Microsoft Excel.

Cada vez que se eligio una finca, se calculaba su muestra de acuerdo a la cantidad
necesaria para un estudio de deteccion de enfermedad, con una confianza de 95 % vy

prevalencia esperada de 5 %, segun la formula de Cannon y Roe (1982).

Asi se selecciono establecimiento tras otro, de manera que se iba reduciendo la cantidad
de animales faltantes para completar la cantidad necesaria en el estrato que se estaba
calculando, hasta haber completado la muestra, de tal manera que la seleccion quedd
establecida tal como lo muestra el Cuadro 2 (en algunas fincas la muestra fue ligeramente
superior a lo obtenido por la férmula, pero nunca menos) y las fincas distribuidas tal como lo

representa la Figura 1.



Cuadro 2. Fincas seleccionadas y su respectiva muestra.
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Estrato Finca  Region Provincia  Canton Distrito Poblacion Muestreo
1 Central Cartago Cartago Llano 175 50
Oriental Grande
2 Chorotega Guanacaste  Liberia Mayorga 237 56
a 3 Chorotega  Puntarenas Puntarenas Lepanto 600 56
4 Huetar Limon Siquirres  La Alegria 340 58
Atlantica
5 Huetar Alajuela  San Carlos Agua 235 52
Norte Zarcas
6 Pacifico  Puntarenas  Garabito Tarcoles 200 50
Central
7 Huetar Heredia Sarapiqui Puerto 146 50
Norte Viejo
8 Brunca San José Pérez Daniel 147 51
b Zeledon Flores
9 Central Alajuela Atenas Concepcion 138 48
Occidental
10 Central San José Puriscal Mercedes 50 39

Sur Sur
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Regiones

- Brunca
.~ Central Occidental

I Central Oriental
I Central Sur

' Chorotega
| Huetar Atlantica

[ Huetar Norte
Pacifico central

Figura 1. Mapa de distribucion de las fincas analizadas (puntos azules).

2.2.3. Seleccion de animales.

Los animales fueron seleccionados en el mismo momento que se visitaba la finca. Para
esto, tras consultar a los encargados del manejo de los ovinos, se dio prioridad a animales con

mayor probabilidad de estar infectados por Brucella spp., como aquellos con manifestacion de
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abortos, partos de nacidos débiles o natimuertos, retenciones de placenta, o bien con
condiciones que los convirtieran en individuos mas susceptibles, tales como baja condicién
corporal y mucosas palidas. Posterior a esto, en caso de no cubrir la totalidad de muestra
asignada a la explotacion, se procedia a escoger animales de manera aleatoria simple entre la

poblacion restante.

2.2.4. Toma de las muestras

Una vez escogidas las fincas y calculado el nidmero de muestra en cada una, se
realizaron las visitas con el apoyo logistico de las Direcciones Regionales del SENASA. En
las visitas se procedia con las respectivas tomas de muestras de sangre via yugular (previa
desinfeccion de la zona de la puncién) de los animales seleccionados. Estas muestras se
recolectaron en tubos sin anticoagulante, los cuales se identificaban debidamente con el dato
del individuo al que correspondian, y posteriormente, se almacenaban en hieleras con bolsas
de gel congelado para mantener la temperatura en un rango de 4°C a 10°C, mientras se
realizaba el resto del muestreo y transporte, hasta llegar al Laboratorio de Bacteriologia de la

Unidad Médico Veterinaria del SENASA, donde se almacenaban en refrigeracion (2°C a 6°C).

2.3.  Procesamiento de muestras y pruebas de diagnostico serolégicas

Una vez con las muestras en el laboratorio, se procedia con su respectivo procesamiento,

lo mas rapido posible. EI primer paso a realizar fue la centrifugacién a 3500 RPM durante
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ocho minutos de los tubos con sangre, para asi separar el coagulo y obtener el correspondiente

suero del animal muestreado.

2.3.1. Doble inmunudifusion en gel de agar

Debido a que no se encontraron machos reproductores con orquitis en las visitas a las
fincas, esta prueba para buscar anticuerpos contra antigenos de B. ovis en los sueros de los

carneros no se realizo.

2.3.2. Rosa de Bengala (RB)

Con el fin de determinar presencia o ausencia de anticuerpos contra antigenos de
brucelas lisas, a la muestra de cada animal se le realizé la prueba RB, tanto con el uso del
método tradicional (RB 30:30, volumenes iguales de suero y antigeno, 30 pL de cada uno)
como con la modificacién que sugiere la OIE (RB 75:25, 75 pL de suero y 25 pL de
antigeno). En ambos casos se colocd la cantidad de suero requerido sobre una placa de vidrio,
luego el antigeno, para posteriormente homogenizar las dos sustancias con un palillo de
madera (“palillo de dientes”) y esperar que transcurrieran cuatro minutos mientras se
observaba la reaccion. De acuerdo a la aglutinacion observada, se clasificd como leve (al cabo
de cuatro minutos la aglutinacion es levemente perceptible), moderada (al cabo de cuatro
minutos hay aglutinacion clara) o fuerte (la aglutinacién es franca incluso antes de los dos

minutos).
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2.3.3. Prueba de fluorescencia polarizada (FPA)

La técnica de FPA se efectuo a los sueros que resultaron positivos en cualquiera de las
dos variantes de la técnica RB, junto a algunos negativos (31) y a 20 sueros control negativos
como a 20 sueros positivos de distintos ovinos con aislamiento de B. melitensis, aportados por
la seroteca del PIET (Programa de Investigacion en Enfermedades Tropicales), los cuales
fueron dtiles para la validacion de este y otros ensayos del presente trabajo; estos sueros
fueron utilizados para estudios anteriores y preservados bajo congelacion a -20°C (Marin et

al., 1999).

La metodologia utilizada fue la recomendada por la casa comercial Diachemix® con
algunas pequefias variantes. Se coloc6 un mililitro de Buffer de reaccion (previamente diluido
1:25 en agua desionizada) en tubos de vidrio borisilicato, posteriormente, en tres de estos
tubos se agregd 20 uL de control negativo en cada uno, en otro se coloc6 20 pL de control
positivo y en los deméas 20 pL de los sueros a analizar, para luego mezclar e incubar cinco
minutos y leer los blancos en el equipo lector para FPA Sentry 200. En seguida, se pipete6
diez microlitros de conjugado en los tubos y se mezclaron con vortex. Después de este paso, el
fabricante recomienda hacer la lectura entre dos y 60 minutos, por lo que se opté por hacer
mediciones a los dos, 30 y 60 minutos, y obtener un promedio. El resultado se reporta en mP
(unidades de milipolarizacion) y se obtiene al restar el promedio de los controles negativos al
valor obtenido por la muestra. La interpretacion que se debe dar a los resultados de FPA se
muestra en el Cuadro 3. Esta técnica es vélida si el promedio de los controles Negativo resulta

entre 70 y 95 mP, y el control positivo resulta con valores de 120 y 250 mP.
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Cuadro 3. Interpretacion de resultados de FPA

Muestra Resultado
Negativo <10 mP
Sospechoso 10-20 mP
Positivo >20 mP

2.3.4. ELISA indirecto (ELISAI)

Para esta prueba, realizada a los sueros de todos los animales muestreados, ademas de
utilizar como controles los suministrados por los kits comerciales, se realizé la prueba a los 20
sueros de ovinos con aislamiento de B. melitensis y 20 de animales libres de infeccion

aportados por el PIET.

Los pasos seguidos en la realizacion de la técnica, fueron los dados por la casa comercial
IDVet®, fabricante del kit utilizado (ID Screen® Brucellosis Serum Indirect Multi-species).
Primero se distribuy6 190 pL de diluyente 2 en cada pocillo por utilizar en la placa, luego diez
microlitros de control negativo en los pocillos Al y B1, diez microlitros de control positivo
en C1y D1, y diez microlitros de suero de las muestras en investigacion en los demas pocillos
(cada suero se hizo por duplicado, de manera que el resultado posterior se obtuvo al
promediar). Se incubd durante 45 minutos y terminado este tiempo se hicieron tres lavados
con aproximadamente 300 pL de solucion de lavado (diluida previamente 1:20 en agua
destilada). Posteriormente, se afiadié 100 pL de conjugado (diluido justo antes de necesitarse
1:10 en diluyente 3) a todos los pocillos, para luego dejarse incubar 30 minutos y lavar tres

veces con aproximadamente 300 pL de solucién de lavado. De inmediato, se agregé 100 uL
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de solucion de revelacion en cada pocillo, se incub6 15 minutos en oscuridad y se distribuyo
100 pL de solucion de parada, finalmente se leyé la placa con una densidad optica de 450 nm.
La interpretacion de los resultados de este ELISA indirecto se representa en el Cuadro 4. Los

resultados se obtienen al aplicar la siguiente formula:

%S/P: ((DOmuestra - DOCN) / (DOCP - DOCN)) X 100

Donde: Ademas, el test es valido si:
DO= densidad 6ptica a. DOcp>0.350
CN= Control negativo b. DOcp/DOcn>3

CP= Control positivo

Cuadro 4. Interpretacion de resultados de ELISAI

Estatus Resultado

Negativo %S/P < 110%
Sospechoso 110% < %S/P < 120%

Positivo %S/P >120%

2.3.5. ELISA competitivo (ELISAC)

El ELISAc fue utilizado en todos los sueros de los animales muestreados. Al igual que
con el FPA y el ELISAI, la prueba se efectud a los 20 sueros de ovinos positivos a B.

melitensis y a los 20 de animales libres de infeccion aportados por el PIET.
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La metodologia utilizada fue la que recomienda Svanovir®, fabricante del ELISA
utilizado (Brucella-Ab ELISAC). Para empezar se agrego 45 uL del Buffer de dilucién para
muestras en cada uno de los pocillos a utilizar en la placa. Luego, se afiadio por duplicado en
pocillos diferentes, cinco microlitros de control positivo, cinco microlitros de control débil
positivo, cinco microlitros de control negativo, cinco microlitros méas de Buffer (para control
conjugado) y cinco microlitros de cada una de las muestras a analizar. Posterior a esto, se
distribuyé 50 pL en cada pocillo de la solucion con anticuerpos monoclonales de raton (mAb)
y se procedio a agitar la placa durante cinco minutos, para seguidamente incubar 30 minutos.
Después se lavd cuatro veces cada pocillo con aproximadamente 250 pL de Buffer PBS
(buffer fosfato salino)-Tween, e inmediatamente se agregd 100 pL de conjugado a cada uno,
se dejo incubar durante 30 minutos, se volvié a lavar cuatro veces con Buffer PBS-Tween y se
distribuyé 100 pL de sustrato a cada pocillo. Luego de transcurridos diez minutos de
incubacion se afiadié 50 pL de solucién de parada para proceder a leer la densidad éptica a
450 nm. La interpretacion de resultados de este ELISA se muestra en el Cuadro 5. Los

resultados se obtienen al hacer uso de la siguiente férmula:

PI= 100 = (DOmuestra / CC X 100) / (DOCC)

Donde: La prueba es vélida si:
Pl=Porcentaje de inhibicion a. 0.75<DO¢cc<2.0
DO= Densidad éptica b. 80 < PI control positivo < 100

CC= Control conjugado c. -10 < PI control negativo < 15
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Cuadro 5. Interpretacion de resultados de ELISAC.

Estatus Resultado
Negativo < 30%
Positivo >30%

2.4. Banco de sueros

Luego de la utilizacion de los sueros para determinar presencia o ausencia de
anticuerpos contra antigenos de Brucella spp., se procedio a almacenarlos a -20°C con y sin
glicerol, con el objetivo de tener una muestra representativa de los sueros de ovinos del pais,
los cuales podrian ser muy Utiles posteriormente en diferentes pruebas diagndsticas y en otras

enfermedades sobre las que interese investigar.

2.5.  Necropsia, cultivo, inmunohistoquimica y caracterizacion

Los animales diagnosticados como seropositivos en al menos una de las variantes de RB
y ambos ELISAs, fueron seleccionados para realizarles la necropsia respectiva. En un
principio solo un animal de la Finca 6 (acorde a Cuadro 2) cumplié con estos valores, por lo
que con el fin de hacer una mejor busqueda de animales infectados, esta produccion se volvio
a muestrear, aparte que ese unico individuo sospechoso fue imposible localizarlo por ausencia
de una correcta identificacion individual, asi que se procedio a sangrar a todos los animales

encontrados (120) en la finca durante una segunda visita. Estas muestras fueron analizadas con
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RB 30:30 y 75:25, y a las que resultaron con alguna aglutinacién se les realiz6 tambien FPA,

ELISAI y ELISAc.

Durante la necropsia de los tres individuos que cumplian con el perfil seroldgico
descrito anteriormente, se recolectaron muestras de higado, bazo, glandula mamaria,
linfonodos parotideos, mandibulares, retrofaringeos, laringeos, preescapulares, mediastinicos,
iliacos y mamarios, también de un absceso supramamario que presentaba un animal, leche;
ademas, dos de los individuos estaban gestantes por lo que también se tomé placenta, liquido

amnidtico, pulmén, corazon y rifion de los fetos.

2.5.1. Cultivos bacterioldgicos

Luego de recolectadas las muestras, se realizaron cultivos en medios no selectivos (agar
sangre) y medios selectivos (agar Columbia, con 5 % de dextrosa, 5 % de sangre oveja y
utilizando Suplemento Brucella SR0209 de Oxoid®). A las colonias sospechosas se les realizé
prueba de identificacién haciendo uso de tincion Gram y bioguimicas convencionales (urea,
nitritos, oxidasa, produccion de H,S) y seroaglutinacion con naranja de acridina y acriflavina

para establecer si la cepa era rugosa o lisa (Alton et al., 1988).
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2.5.2. Inmunofluorescencia directa

Se tomo0 una asada de los cultivos bacterioldgicos puros, compatibles con Brucella spp.
y de un control positivo (Brucella ceti), y se colocaron sobre cubreobjetos con 15 pL de agua
desionizada y destilada estéril. Luego se dejaron secar a temperatura ambiente para proceder a
fijar con 500 pL de paraformaldehido al 3.5 %, y pasados 15 minutos a temperatura ambiente,
se elimind éste para adicionarles 500 pL de una solucion de cloruro de amonio (50 mM). Los
cubreobjetos se incubaron por diez minutos a temperatura ambiente, luego se lavaron
rdpidamente dos veces con PBS y una vez con PBS-Triton al 0.1 %. A continuacion se
colocaron los cubreobjetos sobre 50 pL de conjugado anti antigeno de Brucella FITC en una
dilucion de 1:150 en PBS con 10 % de suero fetal de caballo y se incubaron 30 minutos a
temperatura ambiente. Luego se lavaron con las mismas soluciones de los lavados anteriores y
los cubreobjetos se colocaron sobre diez microlitros de Mowiol (Merck) en portaobjetos y se
dejaron secar durante la noche. El dia siguiente las muestras fueron evaluadas bajo un

microscopio de fluorescencia (Hernandez et al., 2009).

2.5.3. Inmunohistoquimica (IHQ)

De los animales sacrificados, se tomd material de los mismos tejidos tomados para
cultivo, se colocaron en formalina buferada al 10 %, y luego fueron fijados y parafinados en
bloques en el Area de Patologia del Departamento de Diagnéstico Veterinario del SENASA.

A los tejidos en los que se obtuvo aislamientos bacterianos, previamente cortados y colocados
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sobre laminas portaobjetos, se procedié a realizarles la técnica de inmunohistoquimica basada

en el sistema de polimeros de dextrano.

Para iniciar con la IHQ, se procedi6 a desparafinar y rehidratar el tejido, para lo cual las
muestras de los tejidos por diagnosticar y de los controles, fueron puestas a 60°C durante 40
minutos, y luego sumergidas por tiempos establecidos en xilol, etanol 100 %, etanol 95 %,
etanol 80 % y agua destilada respectivamente. Posteriormente, se bloqued la peroxidasa
enddgena (para evitar cambios de coloraciones debidos a esta enzima, lo cual podria generar
falsos positivos) colocando las muestras en perdxido de hidrdgeno al 3 % durante 30 minutos,
y concluido este tiempo se lavaron con agua. El siguiente paso fue el rescate antigénico con
solucidn de rescate y el uso de autoclave (en el caso de Brucella, este paso se puede obviar ya
que el LPS es estable y el formol no cambia su estructura). Una vez terminado este paso se
esperd hasta alcanzar la temperatura ambiente y se lavé con agua destilada. A continuacion, se
colocaron las 1dminas en el Cover Plate, se realizaron lavados con TBST (Tris-solucion salina
tamponada con Tween) y se depositdé 100 pL de bloqueador de proteinas (con el fin de evitar
uniones inespecificas de los anticuerpos en los pasos posteriores), se esperd cinco minutos y se
lavo tres veces con TBST. En seguida se pipeted 100 pL del anticuerpo primario (policlonal
de conejo) en una dilucion 1:10000 sobre cada muestra, y se dejo de un dia para otro a 4°C. Al
dia siguiente se colocaron las muestras a temperatura ambiente durante una hora y se procedio
a realizar tres lavados con TBST. Como siguiente paso se agregd 100 pL de la solucién del
polimero (contiene polimeros de dextrano conjugados con enzimas y anticuerpos anti-

anticuerpo policlonal de conejo), se dejo actuar 30 minutos y se lavo de nuevo tres veces con
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TBST. Seguidamente se coloco 100 pL de diaminobencidina (DAB) en cada muestra como
agente cromdgeno, se esperd cinco minutos y se repitieron lavados con TBST. A continuacion,
se realizo la contratincién con hematoxilina y luego lavados con agua. Posteriormente, se
procedié a deshidratar las muestras, pasandolas por las mismas sustancias utilizadas en la
hidratacién, pero en sentido contrario (etanol 80 %, etanol 95 %, etanol 100 % vy xilol).
Finalmente, se colocaron cubreobjetos sobre los portaobjetos con las muestras y se procedié a

observar las ld&minas en el microscopio.

2.5.4. Caracterizacion molecular

Los aislamientos compatibles bioquimicamente con el género Brucella, se enviaron al
Programa de Investigacion en Enfermedades Tropicales (PIET) de la Universidad Nacional
(UNA), para su genotipificacion utilizando los primers 5’-GCTCGGTTGCCAATAT
CAATGC-3’, y 5’-GGGTAAAGCGTCGC CAGAAG-3’ (Invitrogen Corporation, Carlshad,
CA, USA) para la amplificacion del gen Bcsp31, el cual codifica para una proteina de

membrana externa de 31 kDa encontrada en todas las especies de Brucella (Sidor et al., 2013).

A los mismos aislamientos también se les realizé el PCR multiple Bruce-ladder, el cual
permite identificar entre especies de Brucella. Al analizar por electroforesis, cada especie tiene
un patron distinto de bandas, de acuerdo a la cantidad y tamafio de los fragmentos

amplificados. Por lo que junto con la muestra a analizar, la técnica se realiza a un grupo de
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controles, los cuales permiten comparar la similitud del patron de la muestra a los que

presentan las distintas especies (L6pez et al., 2011).

2.6. Encuestas

Durante las visitas a las fincas se realizd una encuesta epidemioldgica de andlisis de
factores de riesgo reportados por la literatura para la infeccion de brucelosis en estos animales.

La informacion obtenida incluye (Ver Anexo 2):

a. Caracteristicas de la finca: Tamarfio y sus subareas con su respectiva dedicacion, tipo de
infraestructura presente (corral manga, cepo), manejo (pastoreo, semiestabulado,

estabulado), uso de heces, limites con areas de vida silvestre y/o hatos brucelosos.

b. Poblacién animal: Especificacion segin edades, sexo y uso de la poblacion ovina, asi

como presencia de otras especies domésticas y de mamiferos silvestres.

c. Manejo sanitario y reproductivo: Utilizacion de servicios veterinarios, forma de servir
a las hembras (monta natural o inseminacion artificial), aislamiento preparto y

posparto, problemas nutricionales y parasitarios.

d. Reemplazo de ovejas: Cantidad de animales reemplazados anualmente, origen,

realizacion de pruebas de brucelosis previo ingreso, aplicacidn de cuarentenas.

e. Plan de vacunacién: Tipo de vacunay frecuencia.
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f. Historia clinica del hato: Abortos, retenciones placentarias, nacidos débiles,
natimuertos, manejo de desechos de parto, orquitis, realizacion de pruebas diagndsticas

de brucelosis.
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3. RESULTADOS

3.1. Rosade Bengala

De un total de 510 sueros de diferentes animales analizados, 11 (2.26 %) resultaron
positivos en la variante 30:30 de la técnica RB, de esos, siete (63.63 %) se reportaron con
aglutinacion leve y cuatro (36.36 %) con moderada. En el RB 75:25, 95 animales (18.63 %)
dieron positivos, entre ellos, 52 (54.74 %) con aglutinacién leve, 36 (37.89 %) con moderada y
siete (7.37 %) con fuerte (Cuadro 6). De las muestras positivas en 30:30, todas resultaron
como tal en 75:25, con excepcion de una, por lo que 96 (18.82 %) es la cantidad de ovinos con

serologia positiva en RB, indistintamente de la variante utilizada.

Como se aprecia en el Cuadro 6, ninguna muestra resulto positiva fuerte en la dilucion
30:30, tres regiones no presentaron casos positivos en este mismo tipo de Rosa de Bengala,

pero en el 75:25 todas las regiones presentaron animales reaccionantes.



Cuadro 6. Resultados del Rosa de Bengala.
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Rosa Bengala 30:30

Rosa Bengala 75:25

Regiones | - + ++ +++ Total - + ++ +++ Total Total
positivo positivo | analizados
Brunca 51 0 O 0 0 49 2 0 0 2 51
Central 48 0 O 0 0 38 3 4 3 10 48
Occidental
Central 49 1 0 0 1 44 5 0 1 6 50
Oriental
Central 39 0 0 0 0 33 6 0 0 6 39
Sur
Chorotega | 107 4 1 0 5 80 20 12 0 32 112
Huetar 55 1 2 0 3 41 8 8 1 17 58
Atlantica
Huetar 100 0 1 0 1 93 5 4 0 9 102
Norte
Pacifico 49 1 0 0 1 37 3 8 2 13 50
Central
Pais 499 7 4 0 11 415 52 36 7 95 510
Total positivos en al menos un Rosa Bengala: 96
- negativo + aglutinacion leve ++ aglutinacion moderada +++ aglutinacion fuerte

3.2.  Prueba de fluorescencia polarizada

Con la técnica FPA se analizaron 127 muestras de las fincas participantes del estudio, de

ellas, 96 correspondian a las que resultaron positivas con RB, mas 31 negativas a la misma

prueba, seleccionadas aleatoriamente. De todas las 127 analizadas, solamente una resultd
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sospechosa (11.4 mP, la cual no correspondia a RB positivo, y procedia de la Finca 7 ubicada

en la region Huetar Norte), y las demas negativas (<10 mP), tal como se representa en la

Figura 2.
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Figura 2. Resultados de FPA de las 127 muestras analizadas.

Respecto a las muestras utilizadas como parte de la validacion del FPA, todas las
negativas resultaron como tal, pero las positivas, a pesar de todas ser de ovinos con
aislamiento de B. melitensis, no todas dieron los valores esperados (Cuadro 7). De 20 sueros

positivos utilizados, solo 14 (70 %) resultaron asi y el resto negativos (30 %).
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Cuadro 7. Resultados de los sueros de referencia utilizados para la validacion del FPA.

Sueros Resultado Sueros Resultado

positivos (mP) negativos (mP)
1 143.2 1 -4.3
2 1.2 2 1.3
3 55.1 3 6.2
4 4.1 4 5.7
5 22.9 5 -1.9
6 -0.7 6 5.4
7 2.3 7 6.2
8 -7.3 8 3.3
9 70.2 9 -0.4
10 110.8 10 3.3
11 62.2 11 5.8
12 130.1 12 3.3
13 46.0 13 3.5
14 135.6 14 8.4
15 204.6 15 -8.6
16 90.7 16 0.9
17 144.9 17 -1.8
18 73.7 18 3.3
19 9.9 19 5.2
20 159.1 20 -5.0

Negativo < 10 mP  Sospechoso 10-20 mP  Positivo > 20mP

3.3. Elisaindirecto

Con el ELISAI fueron analizados los 510 sueros de la investigacion, de los cuales
solamente uno resultd positivo (190.7 %S/P), este suero provenia de un animal de la regién
Pacifico Central (Finca 6). Ademas, ningun individuo obtuvo valores que lo situaran como
sospechoso, por lo que 509 ovinos (99.8 %) resultaron negativos, tal como lo demuestra la

Figura 3.
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Figura 3. Resultados de ELISAI de las 510 muestras de la investigacion.

El Cuadro 8, muestra los resultados de los sueros de referencia utilizados para validacion
del iELISA en muestras de ovinos, en los cuales se obtuvieron los valores esperados. De todas
las muestras pertenecientes a animales con aislamiento de B. melitensis, se obtuvo valores por

encima al 120 % S/P, mientras que los sueros de negativos resultaron inferior al 110 % S/P.
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Cuadro 8. Resultados de los sueros de referencia para la validacion del ELISAI

Sueros Resultado Sueros Resultado
positivos (%S/P) negativos (%S/P)
1 414 1 19
455 2 6
3 343 3 5
4 450 4 7
5 260 5 14
6 327 6 8
7 250 7 9
8 446 8 7
9 455 9 13
10 458 10 11
11 445 11 26
12 467 12 16
13 458 13 7
14 468 14 17
15 455 15 9
16 459 16 3
17 464 17 10
18 448 18 12
19 442 19 11
20 455 20 11

Negativo < 110%S/P  Sospechoso 110-120%S/P  Positivo > 120%S/P

3.4. ELISA competitivo

De las 510 muestras de ovinos analizadas mediante ELISAc, cinco (0.98 %) obtuvieron
resultados positivos (Figura 4), animales que se distribuyen en las regiones Chorotega, Huetar
Norte y Pacifico Central (fincas 3, 4 y 6), y cuyo individuo con el valor mas alto de PI

(42.1 %) correspondi¢ al Unico positivo en ELISAI.
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Figura 4. Resultados de ELISAc de las 510 muestras de la investigacion.

Respecto a los sueros utilizados como referencia para la validacion, al igual que el
ELISAI, el ELISAc dio valores acorde a lo esperado, todos los sueros de animales positivos
con valores de Pl superiores al 30 %, y todos los negativos inferiores a ese mismo ndmero que

representa el valor de punto corte (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Resultados de los sueros de referencia utilizados para la validacion del

ELISAc.
Sueros Resultado Sueros Resultado
positivos (PI) negativos (PI)

1 71.55 1 16.78

95.69 2 10.92
3 45.69 3 9.14
4 90.86 4 10.33
5 85.92 5 15.04
6 94.99 6 13.98
7 50.61 7 10.36
8 76.14 8 14.26
9 94.91 9 12.52
10 95.32 10 13.93
11 93.65 11 13.22
12 96.68 12 12.48
13 73.22 13 7.06
14 90.67 14 12.31
15 96.33 15 10.20
16 94.92 16 7.08
17 90.81 17 4,77
18 93.61 18 17.42
19 88.89 19 14.21
20 95.62 20 13.75

Negativo <30 PI Positivo > 30 PI

3.5.  Otros datos de los resultados de las pruebas seroldgicas

Al revisar los resultados de las cinco técnicas de diagndstico en las diez fincas
analizadas, se detecta que solo una explotacion obtuvo resultados positivos en cuatro pruebas
distintas (Finca 6, perteneciente a Pacifico Central). Por el contrario, cuatro fincas Unicamente
obtuvieron resultados de animales positivos en RB 75:25 (fincas 2, 8, 9 y 10, localizadas

respectivamente en las regiones Chorotega, Brunca, Central Occidental y Central Sur), asi
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mismo un establecimiento, ademas del RB 75:25, solo obtuvo un individuo sospechoso en
FPA (Finca 7, ubicada en Huetar Norte). En dos fincas se dio el caso de presentar
seropositividad en dos técnicas, que correspondié a ambos RB (Finca 5 de Huetar Norte y
Finca 1 de Central Occidental). Ademas, en dos explotaciones se obtuvo resultados positivos

con tres técnicas, pertenecientes a ambos RB y al ELISAc (Finca 3 de Chorotega y Finca 4 de

Huetar Atlantica) (Figura 5).

Técnicas

Regiones A RB 30:30

B Brunca ORB 75:25

- Central Occidental <O> E%?S Aj

[ | Central Oriental O ELISAc

[ Central Sur

- Chorotega Resultados

- Huetar Atlantica I Todo negativo
Huetar Norte " 16 mas sospechosos
Pacifico central M 1 6 mas positivos

Figura 5. Mapa de distribucion de las fincas analizadas y la presencia o no en las
mismas de animales seropositivos segun las técnicas de diagndstico utilizadas.
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En los resultados combinados de las pruebas serologicas realizadas a las muestras, se
observa que ningun suero resultd positivo en los cinco ensayos utilizados, de igual manera
tampoco hubo alguno que cumpliera con criterios de positividad en cuatro técnicas de
diagnostico. Conforme disminuye el nimero de pruebas que resultaron positivas en una misma

muestra, mayor es el namero de individuos del grupo, tal como lo presenta el Cuadro 10.

Cuadro 10. Combinaciones existentes de resultados de las pruebas serol6gicas y su
respectivo nimero de individuos de manera exclusiva*.

N° pruebas N° individuos Pruebas positivas N° individuos
positivas (%) (%0)
RB 30:30 2
RB 75:25 (0.39%)
3 ELISAc
3 (0.59%)
RB 75:25 1
ELISAI (0.2 %)
ELISAc
RB 30:30 8
10 RB 75:25 (1.57%)
2 (1.96%)
RB 75:25 2
ELISAC (0.39%)
RB 30:30 1
83 (0.2%)
1 (16.27%)
RB 75:25 82
(16.08%)
* 1 FPA (sospechosa) 1
(Sospechosa) (0.2%)
413
0 (80.66%)

*Ningln individuo puede estar en dos categorias, por lo que en los casos que un animal clasifique
para mas de una categoria, este es asignado a la combinacién con mayor nimero de pruebas.
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El Cuadro 11 se basa Unicamente en el nimero de individuos que resultaron positivos en
cada combinacion, sin importar el nmero de pruebas positivas, por lo que un individuo puede
estar en varias de las posibles combinaciones (por ejemplo un mismo animal puede estar
positivo en la combinacién RB 30:30 + RB 75:25 + ELISAc y también en la que solo es RB

75:25+ ELISAC).

Cuadro 11. Combinaciones existentes de resultados de las pruebas seroldgicas y su
respectivo nimero de individuos de manera inclusiva*.

Pruebas positivas N° individuos

(%)
RB 30:30 2
RB 75:25 (0.39%)
ELISAC
RB 75:25 1
ELISA (0.2 %)
ELISAC
RB 30:30 10
RB 75:25 (1.96%)
RB 75:25 5
ELISAC (0.98%)
RB 30:30 2
ELISAC (0.39%)
RB 75:25 1
ELISA (0.2%)
ELISA 1
ELISAC (0.2%)

*Un mismo individuo puede estar en mas de una
categoria
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Al comparar las técnicas de diagnostico utilizadas, se tiene que en RB 30:30, de los siete
sueros con aglutinacion leve, uno resultd negativo en RB 75:25, cinco con reaccion moderada
y uno con fuerte. Ademas los cuatro casos que aglutinaron moderadamente en RB 30:30,
resultaron positivos en RB 75:25, tres con aglutinacion moderada y uno con leve. En FPA y en
ELISAI, ninguno de los 11 RB 30:30 positivo resulto de igual manera. En la técnica ELISAC,
dos de los animales con aglutinacion moderada en RB 30:30 también resultaron positivos. Tal

como se muestra en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Comparacion de resultados de Rosa de Bengala 30:30 contra las otras
pruebas seroldgicas realizadas.

Rosa Bengala 30:30

Prueba Resultados Negativo Leve Moderado Fuerte
Rosa Negativo 414 1 0 0
Bengala Leve 52 0 0 0
75:25 Moderado 28 5 3 0
Fuerte 5 1 1 0
Negativo 115 7 4 0
FPA Sospechoso 1 0 0 0
Positivo 0 0 0 0
Sin analizar 383 0 0 0
Negativo 498 7 4 0
ELISAI Sospechoso 0 0 0 0
Positivo 1 0 0 0
ELISAc Negativo 496 7 2 0
Positivo 3 0 2 0
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En la técnica RB 75:25, de los 52 individuos reportados con aglutinacion leve, todos
resultaron negativos en RB 30:30 y en FPA, y solo uno positivo con ELISAI y dos con
ELISAc. De los 36 sueros que aglutinaron moderadamente en RB 75:25, solo ocho dieron
positivo en RB 30:30 (cinco leves y tres moderados), tres en ELISAc y ninguno en FPA ni
ELISAI. Respecto a los siete positivos con aglutinacion fuerte en RB 75:25, dos resultaron
también positivo en RB 30:30 (uno leve y uno moderado), y negativos en las demas pruebas.

Tal como se muestra en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Comparacion de resultados de Rosa de Bengala 75:25 contra las otras
pruebas seroldgicas realizadas.

Rosa Bengala 75:25

Prueba Resultados Negativo Leve Moderado Fuerte
Rosa Negativo 414 52 28 5
Bengala Leve 1 0 5 1
30:30 Moderado 0 0 3 1
Fuerte 0 0 0 0
Negativo 31 52 36 7
FPA Sospechoso 1 0 0 0
Positivo 0 0 0 0
Sin analizar 383 0 0 0
Negativo 415 51 36 7
ELISAI Sospechoso 0 0 0 0
Positivo 0 1 0 0
ELISAc Negativo 415 50 33 7
Positivo 0 2 3 0
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En el caso de FPA, prueba con la que se analizaron 127 sueros, solo se encontré un
individuo sospechoso (los demas negativos), el cual resultd negativo en las demas técnicas.

Tal como se muestra en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Comparacion de resultados de FPA contra las otras pruebas seroldgicas

realizadas.
FPA
Prueba Resultados Negativo  Sospechoso Positivo Sin analizar
Rosa Negativo 115 1 0 383
Bengala Leve 7 0 0 0
30:30 Moderado 4 0 0 0
Fuerte 0 0 0 0
Rosa Negativo 31 1 0 383
Bengala Leve 52 0 0 0
75:25 Moderado 36 0 0 0
Fuerte 7 0 0 0
Negativo 125 1 0 383
ELISAI Sospechoso 0 0 0 0
Positivo 1 0 0 0
ELISAc Negativo 121 1 0 383
Positivo 5 0 0 0

Con la técnica de ELISAI, el Unico caso que resultd positivo, en RB 75:25 aglutind
levemente y dio positivo en ELISAc, mientras que en RB 30:30 y FPA obtuvo resultados

negativos. Tal como se muestra en el Cuadro 15.
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Cuadro 15. Comparacion de resultados de ELISAI contra las otras pruebas seroldgicas

realizadas.
ELISAI
Prueba Resultados Negativo  Sospechoso Positivo
Rosa Negativo 498 0 1
Bengala Leve 7 0 0
30:30 Moderado 4 0 0
Fuerte 0 0 0
Rosa Negativo 415 0 0
Bengala Leve 51 0 1
75:25 Moderado 36 0 0
Fuerte 7 0 0
Negativo 125 0 1
FPA Sospechoso 1 0 0
Positivo 0 0 0
Sin analizar 383 0 0
ELISAc Negativo 505 0 0
Positivo 4 0 1

Respecto al ELISACc, los cinco individuos resultantes positivos dieron como tal en RB
75:25 (dos leves y tres moderados), dos resultaron positivos en RB 30:30 (ambos moderados)

y uno en ELISAI. Tal como se muestra en el Cuadro 16
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Cuadro 16. Comparacion de resultados de ELISAc contra las otras pruebas seroldgicas

realizadas.
ELISAC
Prueba Resultados Negativo Positivo
Rosa Negativo 496 3
Bengala Leve 7 0
30:30 Moderado 2 2
Fuerte 0 0
Rosa Negativo 415 0
Bengala Leve 50 2
75:25 Moderado 33 3
Fuerte 7 0
FPA Negativo 121 5
Sospechoso 1 0
Positivo 0 0
Sin analizar 383 0
ELISAI Negativo 505 4
Sospechoso 0 0
Positivo 0 1

3.6. Encuestas
Los resultados obtenidos de las preguntas de interés respecto al riesgo de los animales de
adquirir Brucella spp., en las encuestas realizadas a los productores de las diez fincas

analizadas se presentan el Cuadro 17.



49

Cuadro 17. Presencia de factores de riesgo y de proteccion para la infeccion por
Brucella spp. en las fincas analizadas.

Factores Fincas con
factor
o Manga 7
L = Corral 10
‘E é Cepo 5
S Paridera 8
Pastoreo 2
Semiestabulado 7
Estabulado 1

ET Limita con areas silvestres 6

S Drena a otra finca 5
Recibe drenaje de otra finca 4
Usa heces sin tratar como abono 5
Presencia de especies portadoras de Brucella 7

o Monta natural 10

o8  Inseminacion artificial 2

% § Manejo de ovejas jovenes con recién paridas 6

= 8 Aislamiento de hembras proximas a parto 9

S Reemplazos externos 3

= Prueba de brucelosis a reemplazos externos previo ingreso 0

% Cuarentena a reemplazos externos 1

o
Presencia de abortos ultimo afio 5
Desecho de animal que aborta 1
Retenciones placentarias ltimo afio 0

o Ovejas nacidas débiles el altimo afio 7

2 Natimuertos el Gltimo afio 4

E Eliminacién de abortos, placentas, desechos de partos y

s natimuertos:

-‘%’ Entierra 8
Aplica cal 1
Consumo animal 1
Abono 1
Realizacion de pruebas diagndsticas de brucelosis 5
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3.7.  Serologia de segundo muestreo

Con respecto a los resultados del segundo sangrado realizado a los animales de la Finca
6 (basado en el niumero asignado a las fincas en el Cuadro 2), estos permitieron escoger tres
animales para necropsia (los primeros tres del Cuadro 18), debido a que esta cantidad de
individuos fueron los que obtuvieron en sus resultados positividad en al menos un RB y en
ambos ELISA, tal como se habia establecido en metodologia para la escogencia de los ovinos

que serian sacrificados.
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Cuadro 18. Resultados de sueros positivos en al menos alguna prueba, de los animales

sangrados en el segundo muestreo a la Finca 6.

RB30:30  RB 75:25 ELISAi _ ELISAc (PI) FPA
(%0S/P) (mP)
1 r =+ 149.83 72.25 38 o
2 -+ ; 148.40 50.20 20 8
3 i ¥ 127.94 48.76 35 2
4 : s 108.25 51.81 5.0
5 i , 107.26 51.31 3.2
6 4 ++ 88.01 59.40 38
7 r -+ 80.42 11.35 2.0
8 " -+ 79.87 52.09 27
9 r -+ 35.31 12.28 4.0
10 -+ " 33.22 15.11 1.0
11 ¥ " 25,85 17.08 3.1
12 i . 14.52 25 60 37
13 - ++ 11.11 -8.59 1.8
14 i ¥ 9.46 3.04 3.9
15 " -t 8.58 36.48 0.9
16 i . 8.25 -1.97 5.0
17 ¥ i 6.27 254 5.0
18 i n 6.05 13.71 2.2
19 " " 4.95 15.32 33
20 i -+ 3.5 412 3.4
21 " - 231 -21.45 43
22 i -+ 0.77 -12.50 45

RB: Negativo -

FPA: Negativo < 10 mP

ELISAi: Negativo < 110%S/P  Sospechoso 110-120%S/P  Positivo > 120%S/P

ELISAc: Negativo <30 PI

Aglutinacion leve +

Sospechoso 10-20 mP

Aglutinaciéon moderada ++ Aglutinacion fuerte +++

Positivo > 20mP

Positivo > 30 PI
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3.8.  Cultivos bacteriolégicos

Lo que respecta a los cultivos bacterioldgicos realizados a dérganos de los animales
sacrificados, los tres individuos presentaron cultivos compatibles con Brucella spp.,
evidenciado por pruebas bioquimicas convencionales (urea, nitritos, oxidasa, produccién de

H,S) y tincién Gram (Figura 6) tal como lo muestra el Cuadro 19.

Cuadro 19. Resultados de los cultivos bacteriolégicos.

Tejido Ovejal Oveja 2 Oveja 3
Higado Positivo NR Negativo
Bazo NR NR Negativo
Gl. Mamaria Negativo Negativo NR

Lnn. Parotideos NR Positivo Positivo
Lnn. Submandibulares Positivo Negativo Negativo
Lnn. Retrofaringeos Negativo Negativo Negativo
Lnn. Laringeos Negativo Negativo Positivo
Lnn. Preescapulares Positivo Negativo Negativo
Lnn. Mediastinicos NR Negativo Negativo
Lnn. Iliacos Negativo NR Negativo
Lnn. Mamarios Positivo Negativo Negativo
Absceso mamario NR NR Negativo
Leche Negativo Negativo Negativo
Placentomas NR Negativo Negativo
Floculos placenta NR NR Negativo
Cont abomaso feto NR Negativo Negativo
Pulmén de feto NR Negativo Negativo
Higado-bazo de feto NR NR Negativo

NR: No realizado
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20um

Figura 6. Fotografia de cocobacilos Gram negativos del aislamiento bacteriano obtenido
de los linfonodos submandibulares de la oveja 1.

3.9.  Inmunofluorescencia directa

Aunque el control positivo mostr6 una reaccion de fluorescencia positiva, en las
muestras de los cultivos bacterianos no fue posible observar nada en el microscopio utilizado

para este fin (Figura 7).
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Figura 7. Fotografias de: a. Control positivo utilizado en la inmunofluorescencia
directa, correspondiente a aislamiento de Brucella ceti. b. Inmunofluorescencia directa
negativa del aislamiento bacteriano obtenido de los linfonodos submandibulares de la
oveja 1.

3.10. Inmunohistoquimica

En los cortes utilizados (pertenecian a los tejidos con aislamiento bacteriano) no fue
posible localizar presencia del antigeno, en la Figura 8 se puede observar la reaccion positiva
del tejido control utilizado (placenta de bovino), como la ausencia de cualquier reaccion en

una de las muestras analizadas.
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. o

Figura 8. Fotografias de: a. Control positivo utilizado en la IHQ, correspondiente a
placenta de bovino. b. IHQ negativa de linfonodo submandibular de la oveja 1.

3.11. Caracterizacion molecular

Los aislamientos bacterianos de los linfonodos preescapulares y mamarios de la oveja 1,
linfonodos parotideos de la oveja 2, y linfonodos laringeos y parotideos de la oveja 3 dieron
positivo para la el gen Bcsp31 de Brucella, de acuerdo al PCR en tiempo real. En las Figuras 9
y 10 se aprecia como la fluorescencia del control positivo y de las muestras evidencia la

amplificacion del mencionado gen alrededor de los ciclos 25 y 35.



100

90 -

80

70 -

60
50
40
30
20
10

Fluorescencia

1. Controles Positivos

2. Lnn. mamarios Oveja 1

3. Lnn. preescapulares Oveja 1
4. Controles Negativos

56

. ~ 4

1 5 9 13

17 21 25 29 33 37
N° de ciclos

Figura 9. Curvas de amplificacion de Bcsp31 obtenidas de los aislamientos bacterianos
de la oveja sacrificada 1. Figura realizada con base en datos aportados por el PIET.
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Figura 10. Curvas de amplificacion de Bcsp31 obtenidas de los aislamientos bacterianos
de las ovejas sacrificadas 2 y 3. Figura realizada con base en datos aportados por el

PIET.
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Con la utilizacion del PCR mudltiple Bruce-ladder no se ha logré identificar ninguna
especie de Brucella, ya que ningun patron de bandas obtenido coincide con los controles

(Figura 1ly 12).

1000 — P ey e

850

VUV vy v~ wmy ww B. canis p--—---—

650

&._——_—----—

!

B. abortus
B. melitensis

! B. abortus 519
B. pinipedialis

B. abortus RB51
‘ B. melitensis

B. neotomae

Figura 11. Patrones de bandas para las distintas especies de Brucella en el PCR multiple
Bruce-ladder. (Fuente: PIET).
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Figura 12. Patrones de bandas obtenidos con el PCR multiple Bruce-ladder a partir de
los aislamientos bacterianos de las ovejas sacrificadas. (Fuente: PIET).
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4. DISCUSION

En el diagnostico de brucelosis existen gran cantidad de técnicas con mayor o menor
sensibilidad y especificidad, entre todas, se considera como diagndstico definitivo al
aislamiento de Brucella, pero este tiene éxito en solo el 40 - 70 % de los casos. Por lo que el
diagnostico en laboratorio se basa generalmente en otras técnicas, que en su mayoria lo que

detectan es la presencia de anticuerpos especificos de suero (Celik et al., 2012; OIE, 2012).

Respecto a la capacidad de deteccion de animales reaccionantes mostrada por las dos
variantes de RB utilizadas en la presente investigacion, se tiene que es superior el RB 75:25 en
donde se detectaron 95 de 510 (18.63 %) respecto al RB 30:30 con el que se detectd 11 de
510 (2.16 %). Esa capacidad menor para detectar animales reaccionantes por el RB 30:30 le
impidio incluso detectar el Gnico caso positivo por ELISAI del primer muestreo, que si fue
detectado en RB 75:25. Los resultados de la variacion recomendada por la OIE del RB (75:25)
demuestran que es una mejor herramienta de tamizaje para la deteccion de presencia de
animales potencialmente infectados con B. abortus o B. melitensis, siendo esta Ultima de

mayor riesgo en salud publica (SCAHAW, 2001; Godfroid et al., 2005; OIE, 2012).

Los 95 sueros reaccionantes en RB 75:25 se disminuyeron a cinco con el ELISAc (0.98
%) y a uno con el ELISAI (0.2 %). Por lo que los resultados de los ELISAs evidenciaron que
el ELISAc detectd6 mas animales reaccionantes que el ELISAI utilizado. Las muestras
positivas en ELISAI siempre resultaron como tal en el ELISAc, pero no a la inversa, debido a

que esta segunda técnica resultd con valores superiores al corte para una cantidad mayor de
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individuos. Durante el estudio no se sacrific a animales que Unicamente se diagnosticaran
positivos mediante el ELISAc para cultivos bacterianos, PCR e IHQ, por lo que no se puede
afirmar que estos casos realmente fueran positivos y por ende que esta prueba haya sido mas
sensible o menos especifica respecto al ELISAI, aunque la literatura si reporta que el ELISAc

posee mayor sensibilidad y menor especificidad (Gall y Nielsen, 2004).

Se debe tomar en cuenta que en estas pruebas, el conjugado en el ELISAc es especifico
contra el anticuerpo monoclonal de ratén, mientras que en el ELISAi de IDVet® es
multiespecie contra los anticuerpos anti-LPS de Brucella de bovinos, caprinos, ovinos y
porcinos (SENASA, 2009). Por lo que seria de utilidad realizar un estudio en el que los Kits
sean especificos para pequefios rumiantes o incluso para ovinos, donde el conjugado sea
especifico contra anticuerpos anti-LPS de Brucella de ovinos, y comparar tanto sensibilidad y
especificidad respecto al ELISAiI multiespecie y al ELISAc, debido a que es posible que con

un conjugado especifico el ELISAI mejore considerablemente su capacidad de deteccion.

En el estudio, el FPA mostrd tener un valor kappa de 0.7 con respecto a los sueros
control de ovinos utilizados en este estudio, ya que de los 20 sueros control positivos solo 14
fue capaz de diagnosticar como tal, mientras que todos los sueros negativos resultaron con los
valores esperados. Estos resultados coinciden con un estudio de Matope y colaboradores

(2011), donde el FPA obtiene el valor de sensibilidad de 71.3 %.

De las 127 muestras analizadas en FPA dentro de este estudio (96 positivas en alguna

otra técnica y 31 negativas escogidas al azar), ninguna muestra obtuvo un valor que le
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permitiera estar por encima del corte, Unicamente un animal resulté como sospechoso, pero
este no fue positivo ni sospechoso en ninguna otra técnica. Por lo tanto, de utilizarse esta
prueba como técnica complementaria de los otros ensayos, su interpretacion debe realizarse

con cautela.

Se debe tomar en cuenta que entre los resultados obtenidos como seropositivos de las
fincas muestreadas, algunos de ellos pueden ser falsos positivos, ya que existe la posibilidad
de que se den reacciones cruzadas seroldgicas por infecciones con agentes tales como
Escherichia coli 0:116 y 0:157, serotipos de Salmonella del grupo N de Kauffmann-White,
Pseudomonas maltophilia, Yersinia enterocolitica 0:9 y 0:16. Todos estos microorganismos
podrian generar reacciones cruzadas, debido a los componentes de membrana externa que
poseen y que son similares a los presentes en las especies del género Brucella; sin embargo, en
Costa Rica se desconoce la prevalencia o existencia de algunos de estos como agentes causales

de enfermedad en animales 0 humanos (Corbel, 1975; Corbel et al., 1984).

Existe la posibilidad de que algunos casos hayan sido falsos negativos en las pruebas
serologicas, entre las razones estan, el periodo que transcurre desde la exposicion a la
infeccion hasta la aparicion de anticuerpos, animales infectados que no alcanzan un titulo
significativo, infecciones cronicas, porque los anticuerpos podrian haber descendido a niveles
no diagnosticables (Castro et al.,, 2005). En la literatura se reporta que las ovejas son
hospederos no tan eficientes para cepas de B. abortus, llegando a ser las infecciones
autolimitantes, a diferencia de la infeccidn en estos animales con otras especies de bacterias

como B. melitensis o B. ovis (Moreno y Moriyén, 2006).
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De acuerdo a los resultados obtenidos con todas las técnicas seroldgicas de diagnostico
utilizadas, se evidencia que la seroprevalencia de anticuerpos contra antigenos de Brucella
spp. en el hato ovino costarricense esta en un rango de 0.2 % a 0.98 %, valores obtenidos por
la cantidad de animales que resultaron positivos en al menos dos pruebas con las diferentes
combinaciones que obtuvieron individuos positivos (no se toma en cuenta la combinacién RB
30:30 y RB 75:25 porque ambas técnicas utilizan el mismo meétodo para la deteccion de
posibles animales infectados), de tal manera que se rechaza la hipotesis nula planteada de que
en el pais existen animales seropositivos contra antigenos de Brucella spp. en una prevalencia

mayor a 1 %.

Respecto a los resultados de las encuestas aplicadas, estos distan de lo observado
durante las visitas a las fincas, ademas, por no tener casos confirmados como positivos en
ningun hato, no es posible establecer una correlacion entre la presencia de la bacteria con los
factores de riesgo presentes en las producciones. Pero, a pesar de ello, se debe hacer hincapié
en el correcto manejo sanitario que deben tener las fincas (Reviriego et al., 2000; Al-Majali et

al., 2009).

Aungue en primera instancia, tanto los aislamientos bacterianos como el PCR del gen
Bcsp31, parecieran compatibles con Brucella spp., los resultados del analisis molecular con el
PCR mudltiple Bruce-ladder demostr6 de manera concluyente que los aislamientos
corresponden a un género diferente (LOpez et al, 2011; Sidor et al., 2013), el cual comparte
algunas caracteristicas con miembros del genero Brucella, como la presencia de un marco de

lectura compatible con el gen Bcsp31, que estd presente en varias alfa-proteobacterias, tal y
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como se puede determinar en un “blast” de los genomas de varios miembros de este grupo de
bacterias. Ademas, estos aislamientos resultaron igualmente negativos al realizarle la prueba
de inmunofluorescencia directa, corroborandose la ausencia de reaccién de anticuerpos
desarrollados especificamente para reconocer miembros del género Brucella. Esto se confirma
también por la IHQ, porque a pesar de la buena sensibilidad de la técnica utilizada, fue
evidente la falta de reconocimiento en tejidos usando anticuerpos especificos (Pardo et al.,

1998).

Si bien no se logro identificar el género Brucella, ni ninguna de sus especies, de los
aislamientos obtenidos en este estudio, seria de esperar que en caso de que algunos de los
individuos con serologia positiva realmente estuvieran infectados, y no fueran reacciones
cruzadas, se debieran a infecciones transitorias por B. abortus, ya que esta especie si ha sido
identificada en el pais. La infeccién cruzada de bovinos (hospederos de B. abortus) a ovinos
puede deberse a la movilizacion de ovinos de un hato a otro, sin control alguno (lo que facilita
la diseminacion de cualquier enfermedad). Ademas, segun registros en Costa Rica, desde 1983
hasta el dia de hoy, en los pacientes humanos de los cuales se ha logrado aislar Brucella, estos
corresponden a B. abortus, y no a B. melitensis, a pesar de ser este ultimo el principal agente
zoonotico del género (Moreno, 2002; Godfroid et al., 2005; Montero et al., 2006; Tique et al.,
2010; OIE, 2012; D. Montero, comunicacion personal, 02 de Abril 2014; G. Chanto,

comunicacion personal, 08 de Abril 2014).

Con este estudio se ha demostrado, que la seroprevalencia contra antigenos de Brucella

spp. en los hatos ovinos de Costa Rica es baja (0.2 a 0.98 %), asimismo sigue sin confirmarse
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ningun caso de B. ovis ni B. melitensis, lo cual obliga al pais y a sus productores a ser muy
cautelosos y a tomar medidas estrictas y oportunas para evitar que se eleve el niUmero de casos
de brucelosis, y también, evitar a toda costa el ingreso de las especies del género Brucella que
aun no se han encontrado presentes a nivel nacional. Esta condicion de la brucelosis ovina en
el pais resulta comercialmente favorable, ya que otros estudios han determinado que en
América Latina de 1968 a 2006, B. melitensis fue la especie aislada con mayor frecuencia en
humanos y cabras, mientras que en ovejas la mas frecuente fue B. ovis, seguida de B.suis y B.

melitensis. (Lucero et al., 2008).

Se deben implementar medidas para mantener la condicion sanitaria respecto a esta
enfermedad en Costa Rica, por lo tanto, se debe evitar la importacién o transito de animales
provenientes de paises con conocidos problemas de B. melitensis y otras brucelas en caprinos,
ovinos y humanos, tales como México y Guatemala (NuUfiez et al., 1997; Moreno, 2002), que
son socios comerciales para Costa Rica y paises vecinos. De aquellos paises que se considere
tienen condiciones epidemioldgicas similares a las de Costa Rica o con prevalencias menores,
se podria admitir animales provenientes de hatos libres y con pruebas seroldgicas, tales como
RB con la modificacion recomendada por la OIE para ovinos en conjunto con ELISAI y

ELISAc.
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5. CONCLUSIONES

1. Esta investigacion representa un recurso de informacion de las poblaciones y manejo
de los ovinos en Costa Rica y para las medidas sanitarias respecto a la brucelosis en

ovinos que se deberan establecer en el pais.

2. Se determind la presencia de anticuerpos contra antigenos de brucelas lisas en sueros
de ovinos de Costa Rica mediante Rosa de Bengala, ELISA indirecto y ELISA

competitivo. Dicha seropositividad presentd una prevalencia de 0.2 % a 0.98 %.

3. No se encontraron carneros con sintomatologia compatible con la infeccion por

Brucella ovis.

4. De los animales seropositivos en Rosa de Bengala, ELISAI y ELISAc se obtuvo
aislamiento bacteriano compatible morfoldgica y biogquimicamente con el género
Brucella. Sin embargo, la caracterizacion molecular y la inmunohistoquimica

indicaron que el aislamiento no pertenece a este género.

5. El banco de sueros creado podra ser utilizado en estudios posteriores.
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6. RECOMENDACIONES

1. Mejorar el manejo de las fincas, ya que en las condiciones actuales existe escasas
medidas de bioseguridad, ausencia de registros y de identificacion, esto facilita la

diseminacion de Brucella o cualquier agente infeccioso.

2. Las explotaciones de ovinos en el pais deben realizar examenes para el diagnostico de
brucelosis con cierta periodicidad, y de manera obligatoria a cualquier animal que

ingrese desde otra finca, asi como instaurar las cuarentenas respectivas.

3. Utilizar para el diagnostico de brucelosis el RB de acuerdo a las recomendaciones de la
OIE (75:25), complementado con ELISAc (Svanovir®), ya que ambas pruebas
demostraron ser mas sensibles para detectar animales reaccionantes que el Rosa

Bengala tradicional (30:30) y el ELISAi (IDVet®).

4. Implementar el uso de un ELISAI especifico para ovinos, y estudiar sus diferencias en

los resultados con respecto a ELISAI con conjugado multiespecie y con ELISAC.

5. Incentivar a los finqueros a obtener certificaciones de hatos libres de brucelosis, y
educar a poblacién general sobre los peligros que implica consumir productos
derivados de animales infectados, lo cual ayudaria a crear en el comercio un incentivo

para esas fincas libres de la enfermedad.
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Los animales muertos o los desechos de partos o abortos de las fincas deben ser
enterrados o descartados de manera adecuada, asi se evita su consumo o contacto por

parte de otros animales.

Se debe evitar la importacion de animales vivos y semen desde paises con presencia de
B. melitensis o B. ovis. Ademéas el SENASA como ente regulador debe reforzar los

controles y las politicas en contra de la comercializacién ilegal de estos animales.

SENASA debe instaurar lo antes posible las regulaciones para la importacién de ovinos
en el pais. De aquellos paises que se decidiera aceptar animales vivos y semen, estos
deben provenir de hatos certificados como libres de la enfermedad, de ovinos como de
otras especies presentes en la finca (por ejemplo caprinos, bovinos y bubalinos), y debe
certificarse que las pruebas utilizadas para el diagndstico de estos animales sean Rosa

de Bengala con la modificacion recomendada por la OIE, ELISAI y ELISAc.

Mantener una vigilancia activa constante, con el fin de atender a tiempo cualquier

posible foco de infeccidn, el cual implicaria un riesgo para el resto de hatos nacionales.

Realizar un estudio a nivel nacional sobre otros agentes que también causen
enfermedades abortivas, por ejemplo Toxoplasma gondii y Neospora caninum. Esto
porque a pesar de la baja prevalencia de brucelosis, los abortos son un problema

reportado con frecuencia en los ovinos.
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8. ANEXOS

8.1.

1.

2.

Anexo 1. Encuesta telefonica de brucelosis ovina en Costa Rica

Nombre de la finca
Propietario:

Teléfono:

Region:
Provincia:
Canton:
Distrito:
Caserio:

Direccién exacta:

Fecha realizacion:

Caracteristicas de la finca:

1.1 ;Lafinca limita con areas de vida silvestre?

1.2 ¢La finca drena a otra finca?

1.3 ¢ Usa heces de las ovejas sin tratar como abono?
1.4 ;Cual es el propdésito de la finca?

Poblacion animal:

2.1 NUmero total de ovejas:

2.2 Numero de Hembras:

2.3 Numero de Machos:

2.4 ;De qué edad a que edad maneja el hato?
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Manejo sanitario y reproductivo:
3.1 ¢ Utiliza los servicios veterinarios?
3.2 ¢ Utiliza para el servicio a hembras: monta natural o inseminacion artificial

Trazabilidad de ovejas:
4.1 ; Todas las ovejas son nacidas en su finca o han sido procedentes de otro lugar?

Plan de vacunacion:
5.1 {Vacuna contra Brucelosis?

Historia clinica de la finca:

6.1 ;Ha tenido abortos en su hato el Gltimo afio?

6.2 ¢Hubo retenciones placentarias?

6.3 ¢Se han presentado natimuertos en este ultimo afio?

6.4 ¢Se han reportado nacidos débiles?

6.5 ¢Se han observado problemas de orquitis (inflamacion testiculos)?

6.6 (Coémo elimina los abortos, membranas fetales, desechos de partos y natimuertos?

Interaccion de los animales:
7.1 ¢Las ovejas se encuentran en contacto con animales de otras especies?

Encuestador:

Observaciones:



8.2.

Anexo 2. Encuesta brucelosis ovina en Costa Rica
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| 1. Caracteristicas de la finca.

Superficie en hectéareas Ha. Infraestructura Si | No |Manejo Marcar con
X

1.1 Area total de finca 1.5 Manga 1.9 Pastoreo

1.2 Area potreros 1.6 Corral 1.10 Semiestabulado

1.3 Area pasto corte 1.7 Cepo 1.11 Estabulado

1.4 Otras areas 1.8 Paridera

1.12 La finca limita con areas de vida Si No 1.13 Limita con hato bruceloso Si No N/S

silvestre

1.14 La finca drena a otra finca Si No 1.15 Recibe drenaje de otra finca Si No

1.16 Usa heces sin tratar como abono Si No

2. Poblacién animal

Poblacién ovina N° |Otras especies N° |Otras especies de Marcar con X
domeésticas mamiferos
silvestres
2.1 Cria hembra 2.9 Equinos 2.16 Coyotes Si No N/S
2.2 Cria macho 2.10 Cerdos 2.17 Zorros Si No N/S
2.3 Corderas , . ,
ibvenes 2.11 Bufalos 2.18 Pizotes Si No N/S
24 Corderos . ,
iévenes 2.12 Bovinos 2.19 Mapaches Si No N/S
25 Ovejas en . , ,
produccién 2.13 Caprinos 2.20 Pecaries Si No N/S
2.6 Carnero 2.14 Perros 2.21 Venados Si No N/S
2.7 Corderos . ,
engorde 2.15 Gatos 2.22 Otros: Si No N/S
2.16 Aves de
2.8 Total corral
\ 3. Manejo sanitario y reproductivo.
3.1 Utiliza servicios veterinarios en: Salud Reproduccion Ninguna
3.2 Utiliza para el servicio a hembras: Monta natural Inseminacion artificial Ambas
3.3 Maneja las ovejas jovenes con ovejas recién paridas: Si No
3.4 Aisla las hembras préximas al parto: Si No
3.5 Hay problemas nutricionales y/o parasitarios que afecten la inmunidad. Si No
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' 4. Reemplazo de ovejas.

4.1 N° ovejas reemplazadas por afio: 4.2 Porcentaje anual de ovejas reemplazadas:
4.3 Origen de reemplazos: Propios Externos Ambos
4.4 Compra los reemplazos en: Subasta comercial Subasta en finca de hato puro
Finca de hato puro Feria y/o exposicion Finca cria comercial Comerciante
Otro:
4.5 Realiza prueba de brucelosis a los reemplazos previo ingreso al hato:  Si No
4.6 Realiza cuarentena a reemplazos externos: Si No 4.7 Cuantos dias:
4.8 ¢Addnde vende los animales con problemas?
Animales Subasta Otro Matadero | Comerciante | Otro:

ganadero

Hembras (Si/No)

Machos (Si/No)

| 5. Plan de vacunacioén.

5.1 Cudles vacunas aplica.

Vacuna Anticlostridial Antitetanica Otra:

(Si/No)

Frecuencia

| 6. Historia clinica del hato.

6.1 Ha tenido abortos en su hato el Ultimo afio: Si No 6.2 N° abortos: 6.3 Porcentaje:
6.4 E.dad aproximada  Gestacion Gestacion media Gestacion tardia
abortos: temprana
6.5 Qué hace con la oveja que aborta?

. e = 7
g.s Hubo retenciones de placenta ultimo afo? Si 6.7 N° Casos: 6.8 Porcentae:
6.9 Como extrae las placentas retenidas: Manualmente Da tratamiento Aplica peso
Otro:
6.10 Quién extrae las placentas retenidas: Propietario Pedn Mandador Vecino
Veterinario
Otro:
g.oll Han nacido ovejas debiles el ultimo ano: Si 6.12 Ne: 6.13 Porcentaje
6.14 Ha tenido natimuertos el Ultimo afio: Si No 6.15 N°: 6.16 Porcentaje:
6.17 Como elimina los abortos, membranas fetales, placentas, desechos de partos y natimuertos:
Entierra Deposita en letrina  Aplica cal Aplica desinfectante  Otro:
6.18 Ha observado orquitis en sus carneros el Gltimo afio: Si No 6.19 N° casos
6.20 Ha realizado pruebas diagnésticas de brucelosis: Si No 6.21 Cuanto hace
6.22 Separa los animales infectados con brucelosis: Si No

6.23 Como elimina los animales brucelosos:

Subasta Matadero Comerciante Otro:




79

Encuestador

Teléfono
oficina

Teléfono
celular

Observaciones:




