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RESUMEN

Se llevo a cabo un estudio de campo donde se usaron dos grupos de 6 terneras, de entre 6 y
8 meses de edad, cada uno de raza Holstein mestiza. En donde en el dia cero se realizo un
muestreo de sangre de los animales y el diagnostico mediante la prueba de (cELISA)
competitiva, posterior a obtener resultados negativos de todos los animales se procedio a la
vacunacion via subcutanea de la vacuna S19 y RB51 en cada grupo respectivamente. A partir
del tercer mes de la vacunacion se procediod a realizar un muestreo de todos los animales y
éste se repitio cada dos meses hasta el séptimo mes, y se realizo el diagndstico serologico
mediante las pruebas: Rosa de Bengala (RB), Seroaglutinacion en Tubo (SAT),
Seroaglutinacién en Tubo con 2 Mercaptoetanol (SAT-2Me), y Fluorescencia Polarizada
(FPA), que se realizaron en el laboratorio de diagndstico veterinario de la Universidad
Politécnica Estatal del Carchi. En los resultados las pruebas RB, SAT y SAT-2Me mostraron
resultados positivos en animales vacunados con S19 en todos los meses del diagnostico. La
prueba FPA mostré resultados positivos al mes 3 y 5 mientras que al mes siete mostro
resultados negativos en animales vacunados con S19. Las pruebas RB, SAT, SAT-2Me y
FPA mostraron resultados negativos en animales vacunados con RB51 en todos los meses

del diagndstico.
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SUMMARY

A field study was carried out with two groups of 6 calves, between 6 to 8 months of age, of

“Holstein mestizo” breed. On the zero day, a blood sample was taken from the animals and

the diagnosis was made by the competitive enzyme-linked immunosorbent assay (cELISA),



after negative results were obtained from all the animals, subcutaneous vaccination of the

S19 and RB31 vaccines was carried out on each group respectively. From the third month of

the vaccination, all the animals are sampled and this sampled was repeated every two months
until the seventh month. then serological diagnosis tests as: Rose Bengal (RB).
Seroaglutination in Tube (SAT), Seroagglutination in Tube with 2 Mercaptoethanol (SAT-
2Me). and Polarized Fluorescence (FPA) were performed. in the laboratory of veterinary
diagnostic of the Carchi State Polytechnic University. In the results the RB. SAT and SAT-
2Me tests gave positive results in animals vaccinated with S19 in all months of diagnosis.
The FPA test revealed positive results at month 3 and 5 while at the seven month negative
results appear in all animals vaccinated with S19. The RB, SAT, SAT-2Me and FPA tests

showed negative results in animals vaccinated with RB51 in all months of diagnosis.
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INTRODUCCION

La brucelosis bovina es una enfermedad infecto contagiosa que afecta tanto a machos como
hembras con afecciones reproductivas, donde el aborto vy la baja produccion de leche son los
sintomas caracteristicos en hembras, mientras que la orquitis y epididimitis son los sintomas

caracteristicos en machos.

En la actualidad dentro de los planes de control y erradicacion de la brucelosis bovina una de
las estrategias mas utilizadas es la vacunacion masiva de los animales en riesgo, para lo cual
se dispone de dos cepas vacunales que son laS19y laRB51. La S19 es la cepa mas utilizada
por su capacidad protectora, pero presenta una serie de inconvenientes como es la inferencia
en las pruebas diagndsticas, la vacunacion de animales adultos y la revacunacion (Nicoletti,

1990; Schurig ef al. 2002).

El principal medio de diagndstico de la brucelosis bovina es el diagndstico seroldgico, ya que

el diagnostico clinico es complicado debido a que el aborto que ocasiona esta enfermedad




solo se presenta en 16% de las vacas infectadas, ocasionando diagnoésticos clinicos cruzados

con otras enfermedades reproductivas.

La inferencia de anticuerpos vacunales ocasionados por la vacuna S19 ha llevado al
desarrollo de un sin nimero de pruebas diagnosticas para brucelosis bovina, pasando de
pruebas de aglutinacion, enzimaticas, y de inmunidad celular, pero ninguna de ellas es
considerada como “gold standard” ya que existen reacciones falso positivas v falso negativas,
por lo que todavia se sigue investigando las caracteristicas de las pruebas que actualmente se

utilizan en los planes de control y erradicacion a nivel mundial.

Bajo esta realidad la presente investigacion pretende comparar las pruebas diagndsticas RB,

SAT, SAT-2Me, y FPA para brucelosis bovina en animales vacunados con S19 y RB51.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en la Finca San Vicente perteneciente a la parroquia El Carmelo
canton Tulcan provincia del Carchi. La poblacién en estudio fueron 12 terneras de entre 6 y
8 meses de edad de raza Holstein mestiza. Las muestras de sangre para el diagndstico fueron
tomadas de la vena coccigea en tubos estériles sin anticoagulante. Previo la vacunacion de
los animales, considerado como dia 0, se realizo un diagnostico mediante la prueba cELISA
(“Competitive  Enzyme Linked Inmunosorbent Assay”) prueba considerada como
confirmatoria en Ecuador para el diagnostico de brucelosis bovina por la Agencia de
Regulacion y Control Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD). Para la vacunaciéon se
emplearon dos cepas de vacunas la Cepa 19 (S19) y RB51, mismas que se aplicaron via

subcutanea en 6 animales la S19 y en los restantes (6) la RB51.

A partir del tercer mes de la vacunacion se procedio a realizar un muestreo de todos los
animales y se repitid cada dos meses hasta el séptimo mes, y se procedio a realizar el
diagnostico serologico mediante las pruebas: Rosa de Bengala (RB), Seroaglutinacion en

Tubo (SAT). Seroaglutinacion en Tubo con 2 Mercaptoetanol (SAT-2Me), y Fluorescencia



Polarizada (FPA), mismos que se realizaron en el laboratorio de diagnéstico veterinario de

la Universidad Politécnica Estatal del Carchi.

cELISA. La prueba inmuno enzimatica competitiva (cELISA) fue realizada por un
laboratorio externo, que utiliza el Kit comercial “SVANOVIR® Brucella-Ab C-ELISA™ de
la casa SVANOVA, y que al ser un analisis confirmatorio realiza el diagnostico en duplicado.
Para la interpretacion de resultados se considera el porcentaje de inhibicion (PI), obtenido
mediante la substraccion de 100 para la division del promedio de densidades opticas (DO)
de las muestras con la DO del conjugado, y su interpretacion se realizo con un punto de corte

>30 % de inhibicion es diagndstico positivo y menor a ello negativo.

RB. La prueba Rosa de Bengala se realizo de acuerdo al protocolo establecido por la OIE
(21). El antigeno que se emplea es una suspension bacteriana de Brucella coloreada con rosa
de bengala. El antigeno y los sueros se ponen a temperatura ambiente por un lapso de 60
minutos, previa su utilizacion. A continuacion, se colocan 30 pl de cada suero a investigar
en una placa de vidrio, a esto se agrega 30 pl del antigeno, y se mezcla. Se homogenizada la
placa por 4 minutos a temperatura ambiente, para luego proceder a la lectura. La
interpretacion de resultados fue: en la placa que presenta aglutinacion el resultado es positivo

y sin aglutinacion, negativo.

SAT y SAT-2Me. La prueba de aglutinacion lenta en tubo (SAT) y aglutinacion lenta en
tubo en presencia de 2 Mercatoetanol (SAT-2Me), utilizan como antigeno una suspension de
Brucella abortus 1119-3 al 4,5%. La prueba SAT utiliza como diluyente una solucioén salina
fenolada al 0,5%, mientras que el SAT-2Me utiliza como diluyente la solucion de 2-
mercaptoetanol (0,1 M). EIl protocolo que se siguid es el propuesto por la OIE (2009). que
dice: colocar las muestras y el antigeno a temperatura ambiente por 60 minutos. Luego
disponer 80 pl de suero en el fondo de cada tubo tanto para SAT como para SAT-2Me.
Agregar con una pipeta | ml de solucion de 2-mercaptoetanol (0,1 M) en los tubos de SAT-
2Me, y | ml de solucion salina fenolada al 0.5% en los tubos de SAT. Dejar reposar las
mezclas durante 45 a 60 minutos a temperatura ambiente 22 + 4°C y posteriormente agregar

a cada tubo 1 ml de antigeno diluido al 2% (0.09%) en solucién salina fisiologica. Poner en




incubacion en camara hiimeda y ambiente oscuro por 24 horas. Para la interpretacion de
resultados, se consideran: el grado de aglutinacion en cada prueba, que pueden clasificarse
como: Aglutinacion completa, es aquélla en la que el liquido de la mezcla suero-antigeno
aparece transparente, translicido y la agitacion suave no rompe los grumos. Aglutinacion
incompleta es la que muestra la mezcla suero-antigeno parcialmente turbia y una suave
agitacion no rompe los grumos. Aglutinacion negativa es aquélla en que la mezcla suero-
antigeno aparece turbia y una suave agitacion no revela grumos. La lectura e interpretacion
de resultados de la prueba aglutinacion lenta en tubo en presencia de 2 mercaptoetanol
(“SAT-2Me"), debe realizarse bajo los mismos estandares que la prueba aglutinacion lenta

en tubo (“SAT™).

FPA. La prueba de fluorescencia polarizada se realizé segin las especificaciones del Kit
comercial “Brucella Antibody Test Kit FPA™ de la casa Ellie (Lote B1001). El kit FPA utiliza
un extracto de polisacarido-O (OPS) de la bacteria Brucella abortus conjugado con
fluoresceina. Los sueros y controles (20ul) se colocan dentro de tubos de boro-silicato mas
un diluyente (Iml) y se incuban por tres minutos a temperatura ambiente. para realizar una
lectura blanca de todas las muestras y controles. Luego se adiciona 10ul del antigeno con
fluoresceina en todos los tubos, se incuba por tres minutos a temperatura ambiente, para luego
repetir la lectura y obtener los valores de mili-polarizacion (mP) de todas las muestras y
controles. La interpretacion de resultados se realizé considerando un punto de corte de >89.9

mP (Ibarra ef al. 2017).

El analisis de resultados se realizo mediante el uso de estadistica descriptiva.

RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez realizado el diagndstico se puede observar que para el caso de las pruebas RB, SAT
y SAT-2Me en los animales vacunados con S19 se presentaron resultados positivos en los
meses 3 y 5. Para el séptimo mes la prueba RB y SAT-2Me mostro resultados positivos en
5 animales y | animal con resultado negativo. La prueba SAT mostré resultado positivo en

todos los animales al mes 7.



Mes 3 Mes 5 Mes 7
SAT- SAT- SAT-
RB SAT FPA RB SAT FPA RB SAT FPA

2Me 2Me 2Me
1 + - + + + - + + + + + -
2 + + + + + + + + + - + =
ki + + - - + - + & - = =

S19

4 + + -+ + + + + + + + + -
5 1 4+ + + -+ £ + + + + L8 =
6 + + + + + + + + + + + -

Los resultados similares obtenidos para las pruebas RB, SAT y SAT-2Me es atribuido a que
las pruebas en estudio tienen el mismo principio de aglutinacion sobre lamina, ademas que
como antigeno utilizan una suspension de Brucella abortus tal como lo menciona Ron
(2003). Ademas, Aparicio et al. (2003) indican que normalmente las pruebas tamiz o de
rutina como RB, SAT, Antiegno Buferado en Placa (BPA). Prueba de Anillo en Leche (PAL)
entre otras son pruebas diagnosticas con carcateristicas de alta sensibilidad; sin embargo, al

momento de diferenciar los animales vacunados de los infectados, su especificidad es baja.

Los resultados positivos obtenidos en las pruebas RB, SAT y SAT-2Me deben ser
considerados como falsos positivos, ya que los animales fueron en su inicio vacunados con
S19. Esto debido a que las pruebas mencionadas presentan bajo porcentaje de especificidad,
| debido a reacciones cruzadas con otras bacterias que comparten la cadena O de Brucela,
resultados similares fueron descritos por Moriyon & Lopez-Goii (2000) siendo las bacterias
causantes la bacteria Escherichia hermanni y E. coli 0:157, Salmonella 0:30,
Stenotrophomonas maltophilia, Francisella tularensis y Vibrio cholerae O:1. Yersinia
enterocolitica O:9 y otras que posee una cadena O muy proxima a la de Brucella abortus.
Ademas, Ron (2003) indica que la vacunacion de bovinos con S19 constituye otra reaccion
cruzada en el diagndstico de brucelosis, ya que la vacuna tiene la desventaja de producir

anticuerpos aglutinales que interfieren en las pruebas de aglutinacion.

La prueba FPA en animales vacunados con S19 presento resultados positivos hasta el quinto
mes de muestreo, a partir del séptimo mes se observan resultados negativos. Los resultados
positivos que arroja el diagnostico con FPA se atribuyen a reacciones cruzadas por la

vacunacion con S19, ya que luego de la vacunacion con cepas con epitope similar al agente




causal, ocasionan la produccion de niveles muy altos de anticuerpos en especial de la
inmunoglobulina M (IgM) y luego de la inmunoglobulina G (IgG), como fue descrito de

igual forma por Nielsen & Col, (1996) citado por Pino, (2000).

Los resultados negativos a partir del séptimo mes se deben a que la prueba FPA es una prueba
de alta especificidad en muestras de animales vacunados con S19 como lo describe Martinez,
Torioni, Jacobo, & Cipolini, (2008); Cisterna, Conde, Hollender, Martino & Samartino,
(2015), donde la especificdad del FPA y por ende su capacidad de discriminar animales

vacunados de naturalmente infectados es de 98,60 % y 99.80 % respectivamente.

EL diagndstico realizado en animales vacunados con la cepa RB51 se presentan resultados

negativos en las pruebas RB, SAT, SAT-2Me, y FPA, en todos los meses del muestreo.

Mes 3 Mes 5 Mes 7
SAT- SAT- SAT-
RB SAT FPA RB SAT FPA RB SAT FPA
2Me 2Me 2Me

RB51

Los resultados negativos de las pruebas diagndsticas RB, SAT, SAT-2Me y FPA se atribuye
a que las pruebas en mencion utilizan como antigeno suspensiones de Brucella abortus, que
es una bacteria de morfologia lisa, debido a la presencia de un lipopolisacarido (LPS) de
cadena O, (Vargas, 2002) mientras que la vacuna aplicada (RB51) a éste grupo de animales
€s una cepa mutante rugosa carente de la cadena lateral “O” del lipopolisacarido, lo que evita
la produccion de anticuerpos serologicos aglutinantes, como lo menciona Schurig et al.

(1991); Cheville er al. (1996); Olsen et al. (1996); Samartino et al. (2000).

CONCLUSIONES




Para la vacunacién de animales contra brucelosis existen dos tipos de vacunas, que son la
S19 y la RB51, vacunas vivas, que muestran grados de inmunidad similar, pero que en
ocasiones desencadenan la produccion de anticuerpos aglutinantes que interfieren en las
pruebas diagndsticas serologicas. Para el caso de las pruebas diagnosticas RB, SAT y SAT-
2Me realizadas de animales vacunados con S19 muestran resultados positivos hasta el
séptimo mes de muestreo. mientras que la prueba FPA utilizada en el mismo grupo de
animales dio resultados negativos al séptimo mes del diagnostico, denotando la capacidad de

ésta de diferenciar animales vacunados.

Para el caso de animales vacunados con RB51, las pruebas RB, SAT, SAT-2Me y FPA
mostraron resultados negativos en todos los meses del diagnostico, comprobando que esta
cepa vacunal no interfiere en las pruebas diagndsticas tamiz usadas para el diagnostico de

brucelosis bovina.
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