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RESUMEN

Brucella abortus es una bacteria Gram negativa del género Brucella que afecta a diferentes
especies animales asi como a humanos, considerada como el agente infeccioso principal de la
brucelosis bovina. El control de la enfermedad en Ecuador se basa en el sacrificio de los animales
enfermos y la vacunacion. El uso de la vacuna Cepa 19 presenta un reto en el diagndstico por la
presencia de falsos positivos, impidiendo una discriminacion adecuada entre animales sanos
vacunados y enfermos, generando pérdidas econdémicas importantes en la industria pecuaria. El
presente trabajo de investigacién busca la optimizacion del ensayo inmunoenzimatico
competitivo (CELISA) como una alternativa confiable para el diagndstico de brucelosis en el
ganado bovino, discriminando los falsos positivos y facilitando el control de la enfermedad. Las
muestras de suero bovino del estudio fueron obtenidas de otras investigaciones realizados en el
Laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad de las Fuerzas Armadas—ESPE,
recolectando un total de 141 muestras procedentes de la parroquia San Pedro de Suma (El
Carmen, Manabi) y la Isla Santa Cruz (Galapagos), ademéas de 25 muestras de suero bovino
procedentes de AGROCALIDAD. La prueba cELISA se optimiz6 a una concentracion de
antigeno lipopolisacarido (LPS) de 1 pg/mL, dilucion de suero 1/50, dilucion del anticuerpo
monoclonal 7F9 1/320, conjugado HRP IgG anti-ratén (Kit comercial) 1/2; con un punto de corte
de 26.88% de inhibicion. La aplicacion de la prueba cELISA determind la prevalencia aparente
de 42.86%, 1.18% y 16% para las muestras del canton EI Carmen, Isla Santa Cruz y
AGROCALIDAD, respectivamente. La validacién de la prueba estableciéo una sensibilidad y
especificidad del 83.33%, coeficiente de variacion del 10.67% y coeficiente de correlacion intra-
clase del 83.62% (Kappa=0.727, p<0.05). Los resultados obtenidos indican la necesidad de

mejorar las técnicas de diagndstico para el control y prevencion de la brucelosis en el pais.

PALABRAS CLAVES:

BRUCELOSIS

Brucella spp.

ELISA COMPETITIVO

ELISA INDIRECTO

ANTICUERPO MONOCLONAL 7F9
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ABSTRACT

Brucella abortus is a Gram-negative bacterium of the genus Brucella that affects different animal
species as well as humans, considered as the main infectious agent of bovine brucellosis. The
control of the disease in Ecuador is based on the sacrifice of sick animals and vaccination. The
use of the Strain 19 vaccine presents a diagnostic challenge due to the presence of false positives,
preventing adequate discrimination between healthy vaccinated and sick animals, generating
significant economic losses in the livestock industry. The aim of this research was the
optimization of the competitive immunoenzymatic assay (CELISA) as a reliable alternative for
the diagnosis of brucellosis in cattle, discriminating false positives and helping the control of the
disease. The bovine serum samples from the study were obtained from other research projects
carried out in the Animal Biotechnology Laboratory of Universidad de las Fuerzas Armadas —
ESPE, collecting a total of 141 samples from San Pedro de Suma (El Carmen, Manabi), and
Santa Cruz Island (Galapagos). In addition, 25 samples of bovine serum from AGROCALIDAD
were obtained. The cELISA test was optimized at a concentration of lipopolysaccharide antigen
(LPS) of 1 pg/mL, dilution of serum 1/50, dilution of monoclonal antibody 7F9 1/320, HRP
conjugate goat anti-mouse 1gG (commercial kit) 1/2; with a cutoff point of 26.88% of inhibition.
The application of the cELISA test determined the apparent prevalence of 42.86%, 1.18% and
16% for the samples from EI Carmen, Santa Cruz Island and AGROCALIDAD, respectively.
The validation of the test established a sensitivity and specificity of 83.33%, a coefficient of
variation of 10.67% and an intra-class correlation coefficient of 83.62% (Kappa=0.727, p<0.05).
The results obtained indicate the need to improve the diagnostic techniques for the control and

prevention of brucellosis in the country.

KEYWORDS:

BRUCELLOSIS

Brucella spp.

COMPETITIVE ELISA
INDIRECT ELISA
MONOCLONAL ANTIBODY 7F9



CAPITULO 1 - INTRODUCCION

1.1 Formulacién del Problema

La brucelosis es una enfermedad zoonética producida por bacterias Gram negativas del
género Brucella spp., que se encuentran distribuidas por todo el mundo. La primera mencion
sobre esta enfermedad se remonta a la época de Hipdcrates (450 a.C.), pero es a partir de 1751
que Cleghorn realiza las primeras descripciones de la enfermedad (Diaz, Hernandez, Valero, &
Arellano, 2000).

En el periodo de la guerra de Crimea (1854-1856), se observo una enfermedad de fiebres
prolongadas que se extendio por los paises del Mar Mediterraneo. En el afio 1859, Marston
realizo estudios clinicos de la enfermedad en la Isla de Malta junto con las autopsias de las
personas que presentaban los sintomas, logrando describir la enfermedad segln aparecia en el
lugar. A esta enfermedad se la llamé fiebre de Malta, fiebre Mediterranea o fiebre ondulante
(Padron, Martinez, Peniche, & Lopez, 2011).

El agente causal de la enfermedad en humanos no fue identificado sino hasta el afio de
1886 cuando David Bruce logro aislar la bacteria en agar nutriente a partir del bazo de un soldado
britanico muerto, denominandola inicialmente como Micrococcus melitensis (Rodriguez et al.,
2001). Bruce comprobd el origen de la enfermedad logrando reproducir los sintomas al infectar a

monos con la bacteria (Diaz et al., 2000).

En el caso del ganado bovino, la enfermedad era conocida desde mediados del siglo XVIIl,
pero fue en 1895 que en Dinamarca, Bang y Stribolt realizaron la descripcion de la enfermedad,
colocando al aborto como el principal signo visible. También establecieron que el agente
infeccioso se transmitia a través de la leche y el toro, el cual lograron identificar como
Micrococcus abortus o bacilo de Bang. Actualmente, la bacteria se conoce como Brucella
abortus (Diaz et al., 2000; Padron et al., 2011).

El primer método de diagnostico que se desarrollé para la brucelosis fue realizado por

Wright y Semple en 1897. Mediante el conocimiento de que el suero sanguineo de las personas
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con la enfermedad se aglutinaba, elaboraron una prueba de seroaglutinacion en tubos (Rodriguez
et al., 2001), y es a partir de aqui que se reportaron mas casos sobre la presencia de la enfermedad
tanto en animales como en humanos, permitiendo un mejor estudio de los factores de transmisién
(Padrén et al., 2011), y demostracion de la relacion entre el bacilo de Bang con Micrococcus
melitensis por Alice Evans en 1917.

La enfermedad llegdb a América junto con los conquistadores y al traslado de ganado
infectado, especificamente ganado caprino, al nuevo continente. Los primeros casos de brucelosis
en humanos dentro de América Latina fue observado en Peru en el afio de 1912; posteriormente
Morales Otero en 1922 reporta casos de aborto en el ganado bovino (Padrén et al., 2011). En
Ecuador, el primer reporte de brucelosis fue realizado por Salvestroni en el afio de 1955 (Paredes,
2012), sin embargo AGROCALIDAD (2016b) menciona que Salvestroni evidencio la presencia
de brucelosis en el afio de 1926.

En el afio de 1979, se determind la prevalencia de la enfermedad en el ganado bovino de
las provincias de la Sierra y Costa ecuatorianas por medio del Programa Nacional de Sanidad
Animal del Ministerio de Agricultura y Ganaderia. El estudio se Ilevd acabo en 15.393 bovinos
de diferentes provincias y con la prueba serologica en placa se detectaron 495 casos positivos
para brucelosis (AGROCALIDAD, 2009).

Brucella spp. se presenta como un importante agente infeccioso en muchos paises debido
a la enfermedad cronica que produce en el ganado bovino (especialmente Brucella abortus),
afectando a animales de diferentes edades, desde terneros hasta bovinos sexualmente adultos
(AGROCALIDAD, 2016b). La brucelosis produce grandes pérdidas econdmicas en el sector
pecuario, llegando a valores de hasta 5.5 millones de ddlares por afio (Torres, 2008); ademas de
ser una de las principales zoonosis a nivel mundial, cuyo tratamiento genera una merma tanto por
la disminucion de mano de obra como por la atenciébn médica que requieren las personas

infectadas.

La optimizacion del ensayo inmunoenzimatico competitivo para el diagnostico de
brucelosis permitira la deteccion efectiva de la enfermedad, asi como la prevencion oportuna
tanto en los animales como en las personas mas vulnerables a contraer la infeccion. El presente

trabajo favorecera al sector pecuario y a la salud publica al brindar una prueba para la deteccion
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de anticuerpos contra Brucella spp., con una fécil interpretacion de los resultados para un mejor
control de la enfermedad.

1.2 Justificacién

La brucelosis es una enfermedad zoondtica causada por bacterias del género Brucella spp.,
cuyo reservorio natural se encuentra en animales domésticos como ovejas, cabras, cerdos y
bovinos. La transmision de le enfermedad ocurre por contacto directo con la placenta durante el
parto o los productos del aborto; pero el consumo de productos no pasteurizados como la leche o
quesos también pueden transmitir la enfermedad a la poblacion (OIE, 2016a).

En Ecuador, el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC) realiz6 una encuesta
agropecuaria donde se reporta que hasta el afio 2011 existieron 5°358.904 cabezas de ganado
vacuno, de los cuales el mayor porcentaje se encontro distribuido en la region Sierra (2°583.353,
50.99%); ademéas del total del ganado, las vacas ordefiadas correspondieron al 21,04%
(1°127.363) junto con una produccion de leche de 6°375.323 litros (INEC, 2011). Por tal razon
para evitar tanto el contagio de la enfermedad a la poblacion como las pérdidas econémicas por el
sacrificio de los animales enfermos y por la disminucion en la produccion de leche, que hasta el
afio 2000 se estimo una pérdida total anual de 5°436.908 de dolares (AGROCALIDAD, 2009), se
recomienda una vigilancia mediante técnicas diagndsticas como las pruebas seroldgicas y analisis

de leche, junto con programas de vacunacion y la pasteurizaciéon (OIE, 2010).

Los métodos diagnosticos para la brucelosis en animales pueden ser directos como el
aislamiento de la bacteria mediante cultivo a partir de un tejido o secrecion, o indirectos como
son las pruebas serologicas o de hipersensibilidad. De estas pruebas, las que cominmente se
emplean para el diagnostico son Rosa de Bengala en plato (RBT), seroaglutinacién de Wright
(SAT), prueba del anillo en leche (MRT), fijacion de complemento (CFT), ELISA indirecto o
competitivo, y el ensayo de polarizacion de fluorescencia (Wang et al., 2015). El problema que
presenta la mayoria de estas pruebas son los falsos positivos que resultan de una reaccion cruzada
debido a la estructura similar que posee el LPS (Lipopolisacarido) de Brucella spp. con respecto
a los LPS de otras bacterias Gram negativas, siendo el caso de Escherichia coli O:157 (Fretin,

2013), o Yersinia enterocolitica O:9 que causO falsos positivos durante la prueba ELISA
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(Weynants et al., 1996). Ademés, la vacunacién de animales sanos también presenta una
interferencia durante la interpretacion de los resultados por lo que se debe tener en cuenta esta
informacidon antes de diagnosticar la enfermedad (World Health Organization, 2006).

La sensibilidad y especificidad de las pruebas seroldgicas difieren entre si, al igual que su
implementacion, costo y manejo (Peeridogaheh, Golmohammadi, & Pourfarzi, 2013; Wang et al.,
2015). Es por esos que cada vez se busca desarrollar pruebas rapidas y que sean capaces de evitar
los falsos positivos, es decir el de diferenciar entre los animales vacunados de animales
infectados, siendo el ensayo inmunoenzimatico competitivo (CELISA) un ejemplo (Diaz et al.,
2000).

El presente trabajo de investigacion busca la optimizacion del ensayo inmunoenzimatico
competitivo (CELISA) como una alternativa confiable para el diagnostico de brucelosis en el

ganado bovino, discriminando los falsos positivos y facilitando el control de la enfermedad.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Optimizar el ensayo inmunoenzimatico competitivo (CELISA) para la deteccion de anticuerpos

IgG contra Brucella spp. en el ganado bovino.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Determinar las diluciones apropiadas de antigeno, suero y anticuerpos monoclonales para
el ensayo inmunoenzimatico competitivo (CELISA).

e Determinar el punto de corte (“cut-off’) del ensayo inmunoenzimatico competitivo
(cELISA) empleando sueros controles positivos y negativos.

e Determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos y repetibilidad del ensayo
inmunoenzimatico competitivo (CELISA).

e Comparar los resultados del ensayo inmunoenzimatico indirecto (iELISA) previamente
optimizado, con los resultados obtenidos con el ensayo inmunoenziméatico competitivo
(CELISA).



CAPITULO 2 - REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Brucelosis

Brucelosis es el nombre que recibe la enfermedad infecto-contagiosa causada por un
grupo de bacterias Gram negativas del género Brucella que afecta a los animales y las personas,
siendo la principal enfermedad zoonética a nivel mundial (Diaz et al., 2001; World Health
Organization, 2006), y que ademéas produce importantes pérdidas econémicas. La mayor
incidencia de casos de brucelosis se localiza en Oriente Medio, Africa subsahariana, China,
region del Mediterraneo, India, Perti y México (OIE, 2010).

El nombre de la enfermedad ha ido cambiando desde su primera observacion, presentado
diferentes nombres que provienen de la similitud de sus sintomas con la fiebre tifoidea y malaria,
asi como de su duracion o su prevalencia en una determinada region (Madkour, 2014). Entre
algunos sindnimos se encuentran fiebre del Mediterraneo, fiebre de Malta, septicemia de Bruce,
fiebre ondulante, enfermedad de Bang, aborto contagioso y aborto infeccioso (Diaz et al., 2000;
Ron-Roman, 2003).

La brucelosis afecta a diferentes animales como a los bovinos, porciones, ovinos, caprinos,
equinos, camélidos y perros, junto con algunos mamiferos marinos (OIE, 2010). Entre las
principales especies patogenicas se encuentran B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae, B.
ovis, B. canis (J Godfroid, 2002; Lopez-Goiii & Moriyon, 2004).

Todas las especies de Brucella tienen preferencia por una especie animal, pero pueden
ocurrir casos donde infectan a otros huéspedes debido al contacto con la bacteria (OIE, 2010). De
manera general, la brucelosis provoca infecciones crénicas en animales de todas las edades, pero
persiste en animales que han alcanzado la madurez sexual (AGROCALIDAD, 2016b). Los
signos clinicos que cominmente se observan en los animales son los abortos o pérdida de

fertilidad, y en machos se observan alteraciones testiculares (Blasco, 2001).
2.2 Agente causal
2.2.1 Taxonomia

El género Brucella se encuentra dentro de la familia Brucellaceae, del orden Rhizobiales,

clase 2 de Alphaproteobacteria, filo Proteobacteria. Segun el analisis de las secuencias del gen
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16S ARNr, los organismos que pertenecen al género Brucella se encuentran relacionados
filogenéticamente con otros organismos que son patdgenos en mamiferos como los géneros
Bartonella, Rickettsia y Ehrlichia (Ficht, 2010). También se encuentra relacionadas con
patdégenos y simbiontes de plantas como Rhizobium y Agrobacterium (Moreno, Cloeckaert, &
Moriyon, 2002).

Se reconocen 6 especies dentro del género Brucella, las cuales se dividen en 15
biovariedades y que se diferencian segtn su huésped o su bioguimica: Brucella melitensis con 3
biovariedades que infecta caprinos, Brucella abortus con 7 biovariedades que infecta bovinos,
Brucella suis con 5 biovariedades que infecta porcinos, Brucella neotomae que infecta ratas del

desierto, Brucella ovis que infecta ovinos, y Brucella canis que infecta caninos (Diaz et al., 2001).

Algunas cepas de Brucella se han identificado en especies marinas como defines,
marsopas y focas, por lo que se cre6 una nueva especie: Brucella maris (Diaz et al., 2001).
Estudios posteriores sobre estas nuevas cepas de Brucella propusieron la correcta posicion en la
taxonomia del género, creando dos nuevas especies: Brucella ceti y Brucella pinnipedialis (OIE,
2016b). También se ha identificado una nueva especie encontrada en el suelo del nicho que
comparten con los tres géneros de la familia Brucellaceae y que recibe el nombre de Brucella
microti (Ficht, 2010).

2.2.2 Morfologia

El género Brucella se caracteriza por ser un grupo de bacterias que se presentan como
bacilos pequefios, Gram negativos, sin apéndices moviles y aerobios estrictos. Las bacterias de
este grupo no poseen capsula ni esporulan y su metabolismo es oxidativo, ademas de que tienen

reaccion positiva a la prueba de catalasa y oxidasa (Castro, Gonzalez, & Prat, 2005).

El tamafio de los bacilos oscila entre 0.5-0.7 um de ancho y 0.6-1.5 um de largo, y
generalmente no presentan resistencia a los acidos. Algunas cepas de Brucella spp. requieren de
una cantidad de CO> (5-10%) para su crecimiento (M. Corbel & Morgan, 1982). Estas bacterias
tienen preferencia por los 6rganos reproductores (Gomez, 2016). En la Tabla 1 se describen las
caracteristicas bioquimicas de las seis especies mas conocidas del género Brucella, junto con los

hospederos conocidos y sus biovariedades.



Tabla 1
Caracteristicas bioquimicas, hospederos conocidos y biovariedades de las seis especies mas
conocidas del género Brucella

Produccién de Necesidad de Sensibilidad a los

Especie Hospedador Biovar H,S cO, : f:olorantes _
Tionina Fucsina
.C abras,_ 1 - - + +
B. melitensis bowr)og., ovino, 2 + +
canidos, 3 i i + +
hombre
1 + + - +
2 + + - -
3 + + + +
Bovinos, 4 + + - +
B. abortus canidos, 5 - - + +
hombre 6 - - + +
7 + - + +
8 - + + +
9 + + + +
1 - - + -
Cerdos, 2 - - + -
B. suis canidos, 3 - - + +
hombre 4 - - + -
5 - - + -
B. canis Canidos, - - + -
hombre
B. neotomae Roedores + - -
B. ovis Ovinos - + + -

Biovar: Biovariedad; H.S: Acido sulfhidrico; CO,: Dioxido de carbono; +: Positivo; -: Negativo.

Fuente: Castro et al. (2005).
2.2.2.1 Envoltura celular

La envoltura celular de Brucella estd formada por fosfolipidos como fosfatidilcolina y
lipidos de ornitina. EI componente que se encuentra mas abundante es el Lipopolisacarido (LPS)
0 endotoxina, el cual esta formado por una parte glucolipidica (lipido A) que no se encuentra
expuesta a la superficie, otra parte formada por oligosacéaridos conocida como nucleo, y la parte
expuesta en la superficie estd formada por un polisacarido O (cadena O). Dentro de las especies

de Brucella, B. ovis y B. canis carecen de la cadena O; mientras que B. melitensis, B. abortus, B.
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suis, B. neotomae la poseen. EI LPS que contiene la cadena O se conoce como LPS lisa (LPS-S),
tal como se muestra en la Figura 1. El LPS rugoso o LPS-R no presenta la cadena O (Castro et
al., 2005; Rodriguez et al., 2001).

Polisacarido O »

Membrana
. externa

l’f

Nucleo &

Lipido A

Fosfolipidos

Espacio periplasmico

Figura 1. Esquema de la membrana externa de Brucella spp. EI LPS que presenta las tres partes
se la conoce como LPS lisa (LPS-S), mientras que el LPS que no presenta la cadena O se la
conoce como LPS rugosa (LPS-R).

Fuente: Castro et al. (2005).

La ausencia de la cadena O, ya sea de manera natural o por mutaciones, permite
diferenciar entre las especies de Brucella. Las especies que son patogenas para el ser humano
presentan un LPS-S, como es el caso de B. melitensis, B. abortus y B. suis, ademas de ser un

marcador dominante inmunoldgico en la respuesta seroldgica (Rodriguez et al., 2001).
2.2.2.2 Lipopolisacaridos (LPS)

La cadena O presente en los Lipopolisacaridos de fase lisa (LPS-S) posee el determinante
antigénico importante para el diagndstico serologico, es decir, presenta los epitopos que son
reconocidos por los anticuerpos (Rodriguez et al., 2001). El problema que se presenta durante el
diagndstico son las reacciones cruzadas por la presencia de otros organismos como Yersenia
enterocolitica, Vibrio cholerae, Escherichia coli O:157 y Salmonella del grupo N [0:30]. Estos
organismos presentan derivados de perosamina en la estructura de su LPS por lo que son
detectados por los anticuerpos durante las pruebas seroldgicas (Mantur, Amarnath, & Shinde,
2007; Rodriguez et al., 2001).



2.2.2.3 Proteinas de la membrana externa (OMP)

Segun Rodriguez et al. (2001), las proteinas de la membrana externa fueron clasificadas
de acuerdo a sus caracteristicas en tres grupos:
e Grupo 1 (88-94K): relacionadas con funciones de biosintesis de la envoltura.
e Grupo 2 (36-38K): proteinas que permiten el paso de algunos solutos, las cuales son
codificadas por los genes omp2a y omp2b.
e Grupo 3 (25-31K): proteinas codificadas por los genes omp25 y omp31, que interacttian
con los LPS.

2.3 Patogenicidad

El proceso de infeccion por Brucella spp. se puede resumir en tres pasos. El primero
ocurre durante los 2 primeros dias de la infeccion en donde la bacteria ingresa al huésped. El
segundo paso, entre la 2da a la 3ra semana, corresponde a la fase aguda donde la bacteria se
replica en las células del bazo, higado y ganglios linfaticos, asi como en los 6rganos del sistema
reproductor. El paso final, entre 6 meses a 1 afio 0 mas, corresponde a la fase crénica de la

infeccidén donde se presenta patologia en los 6rganos (Martirosyan & Gorvel, 2013).

La principal via de entrada de Brucella en el huésped, ya sean en animales o en seres
humanos, son las mucosas del tracto digestivo y respiratorio, donde es capaz de sobrevivir entre
las células fagociticas y no fagociticas del huésped (Baldi, Samartino, & Giambartolomei, 2013).
En los huéspedes naturales, la conjuntiva y las membranas de los 6rganos sexuales también
permiten la entrada de la bacteria (von Bargen, Gorvel, & Salcedo, 2012). Cuando entra en el
huésped, la bacteria ataca a los macrofagos donde puede sobrevivir y multiplicarse, inhibiendo la

fagocitosis, para después diseminarse por otras células del cuerpo.

El éxito que posee Brucella al momento de ingresar en el huésped se debe principalmente
por el LPS-S, el cual ha demostrado tener un importante papel en la entrada y la evasion del
sistema inmunoldgico en las células infectadas. La bacteria que ingresa en la célula huésped tiene
la capacidad de alterar la presentacion del antigeno al complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) clase I, protegiendo a la célula infectada del ataque por parte del sistema inmunologico

(Christopher, Umapathy, & Ravikumar, 2010). También se ha identificado receptores
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Toll/Interleucina-1 (TIR) en la bacteria que interfieren con la sefializacion de los receptores TLR,
inhibiendo asi la maduracion de las DC y, por ende, alterando la presentacion de antigeno (Neta
et al., 2010).

Después de que infectan a las células fagociticas, la bacteria se dirige a los nodos
linfaticos regionales donde sera transportada a otros Organos por medio de la linfa. Los
macréfagos y monocitos del higado y bazo presentan el mejor ambiente para la multiplicacion de
la bacteria, aunque en los animales se puede encontrar una alta concentracion en los trofoblastos
de la placenta. Estas células placentarias producen eritritol durante el tercer trimestre de
gestacion, el cual genera un ambiente favorable como fuente de carbono para Brucella y su
replicacion, produciendo asi los abortos o la infeccion de fetos no nacidos durante este periodo
(von Bargen et al., 2012).

2.4 Transmision

Las especies de Brucella pueden transmitirse de forma vertical u horizontal. La
transmision vertical (transplacentaria o por lactancia) ocurre cuando la infeccion pasa de la madre
al hijo antes, durante y despues del parto (Diaz et al., 2000). En la transmision horizontal, los
animales se infectan con Brucella cuando entran en contacto directo con los liquidos fetales, la
placenta y las descargas vaginales de animales infectados (Moreno, 2014). B. abortus suele
transmitirse después de un aborto o parto, ademas de que se encuentran en otros fluidos como la
leche, orina, semen, heces y el liquido de los higromas. B. canis puede ser eliminada por los

perros durante los partos, sin presentar algin sintoma (CFSPH, 2009).

La transmision sexual depende mucho de la especie de Brucella, siendo el caso de B. ovis
que tiene esta via como su principal forma de transmision. B. abortus y B. melitensis se
encuentran presentes en el semen de los animales pero no es comun que se transmitan por via
sexual. Se han reportado casos de infeccion de animales por medio de inseminacion artificial

cuando el semen contaminado se deposita en el utero (IICAB, 2009).

Los fomites permiten que Brucella se propague por medio de alimentos y agua,
especialmente si las condiciones son favorables para su sobrevivencia por meses como humedad

alta, bajas temperaturas y poca luz solar. También pueden encontrarse en el estiércol, lana, heno,
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ropa y materiales de trabajo. (CFSPH, 2009). El tiempo de supervivencia de la bacteria en el
medio ambiente se detalla en la Tabla 2.

En el ser humano, la infeccion con Brucella se debe principalmente por el manejo de
animales infectados, asi como del consumo de productos lacteos no pasteurizados (Moreno,

2014), ingestién de carne cruda o productos carnicos con poca coccion.

Dentro de los laboratorios o mataderos, una de las formas de transmisién son los
aerosoles, donde la bacteria infectara a la persona por contacto con las mucosas o piel lastimada.
Una persona también puede infectarse debido al contacto accidental con vacunas atenuadas
contra brucelosis (CFSPH, 2009).

Inseminacion artificial
Taro d Vaca

Fetos,
envoliuras fetales,
secreciones vaginales

Contaminacién
ambiental
{paslos, forrajes,
agua, establo}

Ingestidn, contacto o Toroy

y quesos frescos
07

Contacto directo e indirecto,
ingestion de leche cruda

Figura 2. Modo de transmision de la brucelosis bovina (Brucella abortus).
Fuente: Acha & Szyfres (2001).
La transmision de persona a persona es poco comun, habiendo pocos repostes de una

transmisién vertical y horizontal entre los seres humanos (Moreno, 2014). Se han dado casos en

donde la brucelosis se ha transmitido a través de transfusiones de sangre o trasplantes de médula
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Osea, asi como se han reportado de manera poco frecuente las infecciones congénitas debidas a
una transmisidn transplacentaria o la ingesta de leche materna (CFSPH, 2009).

Tabla 2
Condiciones para la supervivencia de Brucella en el medio ambiente

Material Tiempo de supervivencia
Suelo y estiércol 80 dias

Polvo 15-40 dias
Leche a temperatura ambiente 2-4 dias
Fluidos y secreciones en verano 10-30 minutos
Lanas de depdsitos 110 dias
Aguaa37°CypH7.5 Menos de 1 dia
Aguaa8°CypH®6.5 Maés de 57 dias
Fetos mantenidos a la sombra 6-8 meses
Descarga vaginal mantenida en hielo 7 meses
Manteca a 8 °C 1-2 meses
Cuero manchado con excremento de vaca 21 dias

Paja 29 dias

Grasa de ordefio 9 dias

Heces bovinas naturales 1-100 dias
Tierra hUmeda a temperatura ambiente 66 dias

Tierra desecada a temperatura ambiente 4 dias

°C: Grados centigrados; pH: Potencial de hidrogeno.
Fuente: Castro et al. (2005).

2.5 Respuesta inmunoldgica

Al momento en que Brucella ingresa al huésped, se desencadena una respuesta inmune
innata, donde la bacteria es reconocida por neutréfilo, macrofagos y células dendriticas (DC)
(Castro et al., 2005). El reconocimiento de Brcuella involucra receptores tipo Toll (TLR) que
presentan una funcion antimicrobiana. Los receptores TLRs son estimulados por los patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPSs) bacterianos como lipoproteinas, LPS, flagelina y
ADN. Cada uno de estos PAMPs es reconocido por un TLR diferente (Neta et al., 2010).

El LPS de B. abortus es reconocido por los linfocitos CD14, que se conectan con unas

moléculas con dominios transmembrana necesarios para la sefializacién de los receptores TLR4,
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receptores que reconocen a LPS, y que estimularan la respuesta inmune (Neta et al., 2010).
Cuando TLRs reconocen los PAMPs, se activa el factor 88 de diferenciacion mieloide (MyD88).
Este factor es critico en el desarrollo de la respuesta inmune contra B. abortus puesto que permite
la activacion de los macréfagos, la liberacion de citosinas pro-inflamatorias por via del factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-xf), asi como de

la activacion y maduracion de las DC (Copin, De Baetselier, Carlier, Letesson, & Muraille, 2007).

La liberacion de interferon gamma (IFN-y) por parte las células T se debe a la activacion
de las DC. En presencia del LPS-S de la bacteria, las DC liberan interleucina 12 (IL-12) que
estimularan las células CD4+ (Neta et al., 2010). La secrecion de IL-12 también estimulara la
activacion de las células natural killer (NK), que secretaran IFN- y, mediando asi una respuesta
inmune adaptativa mediada por células tipo TH1 (Castro et al., 2005).

En el caso de B. abortus, la produccion de IL-12 y la activacion de las células tipo TH1,
junto con el factor de necrosis tumoral (TNFa), favorecen a la resistencia celular frente a la
bacteria (Saldarriaga & Rugeles, 2002).

r

g

SAT cut-0ff [ oo 2. A A e M -

ELISA cut-off

il - . . 1L >

R I S e
SAT + SAT + SAT - SAT -

ELISA - ELISA + ELISA ELISA -

Figura 3. Cinética de respuesta inmune inducida junto con las diferentes pruebas realizadas
después de la infeccion con Brucella abortus en bovinos. 1gG: Inmunoglobulina G; IgM:
Inmunoglobulina M; SAT: Seroaglutinacion lenta en tubo; ELISA: Ensayo inmunoenzimatico;
Cut-off: Punto de corte.

Fuente: Godfroid, Nielsen & Saegerman (2010).
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La cinética de los principales isotipos de inmunoglobulinas durante la infeccién, junto con
las diferentes pruebas seroldgicas que las identifica, permite diferenciar entre una fase aguda o
cronica de la enfermedad, tal como se describe en la Figura 3 (Godfroid et al., 2010). Durante la
fase aguda de la infeccion por B. abortus aparecen principalmente anticuerpos del tipo IgM, los
cuales empezaran a decaer, mientras van apareciendo los anticuerpos tipo 1gG. En la fase cronica,
se observa la presencia mayoritariamente de anticuerpos del tipo 1gG con niveles bajos de IgM,
lo que permite determinar el estado de la infeccion del animal mediante las pruebas de

diagndstico seroldgicas (Saldarriaga & Rugeles, 2002).
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Figura 4. Representacion de los isotipos y estructura de las inmunoglobulinas.
Fuente: Alba (2015).
2.6 Signos clinicos

La infeccion por Brucella se caracteriza por abortos, infertilidad y retencion de la placenta
en las hembras, y de orquitis e infertilidad en machos. Las hembras no presentan sintomatologia

hasta que abortan durante la segunda mitad de la gestacion (OIE, 2010).

En la brucelosis bovina, principalmente ocasionado por B. abortus, se encuentran signos

clinicos como retencion de placenta y metritis secundaria. Los terneros que nacen de madres
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infectadas generalmente son débiles y tienen poco tiempo de vida, asi como puede haber una

disminucién en el periodo de lactancia (IICAB, 2009).

La infeccion por B. abortus también provoca otros sintomas que se pueden observar tanto
en bovinos como en otros animales rumiantes. Entre los sintomas se encuentra epididimitis,
vesiculitis seminal y abscesos testiculares. Las muertes provocadas por esta infeccién son poco
comunes. En climas tropicales se observan higromas. En los caballos se observa la cruz fistulosa
que hace referencia a la inflamacion de las bolsas articulares supraespinosa y supraatlantal
(IICAB, 2009).

2.7 Métodos de diagnostico
2.7.1 Meétodos directos

2.7.1.1 Diagnadstico bacterioldgico

Los métodos para el diagnostico bacterioldgico buscan determinar la presencia de la
bacteria en los tejidos o secreciones de animales o seres humanos. El aislamiento de la bacteria
consiste en la inoculacion secreciones o tejidos en un medio de cultivo enriquecido, como agar
triptosa 0 medio base tipo Columbia para Brucella, para que la bacteria crezca, determinando su
presencia en el animal (OIE, 2016a). Para el aislamiento de B. abortus se emplea el medio
selectivo de Farrell que contiene antibioticos para los cuales la bacteria presenta resistencia. Las

colonias de Brucella se pueden observar después de 3-5 dias en incubacion (Blasco, 2001).

El problema de este método es el riesgo que presenta el cultivo de la bacteria, debido a
que puede infectar a los trabajadores que manipulen las muestras o siembra. Se requiere un nivel

de seguridad 3 en el laboratorio para realizar estas pruebas (Blasco, 2001; Gomez, 2016).
2.7.1.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Es un método molecular para la identificacion de las especies de Brucella que presenta
una especificidad del 100%, pero con una baja sensibilidad del 70% (Asaad & Algahtani, 2012).
Debido a que las especies del género Brucella poseen un alto grado de homologia, esta técnica
permite detectar las pequefias diferencias entre las especies y algunas de sus biovariedades (OIE,
2016b).
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La técnica se centra en la identificacion y amplificacion de un fragmento especifico de
cada especie. Algunas PCR disefiadas han utilizado un fragmento del gen omp2 debido a que el
tamafio del fragmento difiere en las especies de Brucella, permitiendo asi su diferenciacion.
También se ha empleado la secuencia de insercion 1S6501 (Diaz et al., 2000) o el gen bcsp31
(Gbémez, 2016).

2.7.2 Métodos indirectos

Los métodos indirectos buscan determinar la presencia de la bacteria mediante la
identificacion de una respuesta inmune humoral o celular, contra antigenos especificos de
Brucella (Blasco, 2001).

Algunas de las pruebas indirectas que se utilizan son: prueba de aglutinacion rapida en
placa (Rosa de Bengala), seroaglutinacion lenta en tubo o de Wright (SAT), fijacion del
complemento (FC), ensayo inmunoenzimatico indirecto y competitivo (IELISA, cELISA), y

prueba de anillo coloreado en leche (Wang et al., 2015).
2.7.2.1 Prueba de aglutinacion rapida en placa (Rosa de Bengala)

Es una prueba réapida y sencilla que se fundamenta en la aglutinacion del antigeno
coloreado con Rosa de Bengala (pH 3.65+0.05) sobre una ld&mina de vidrio o plastico esmaltado,

junto con los anticuerpos presentes en el suero de estudio.

El antigeno para la prueba proviene de la cepa de B. abortus S99 o S1119-3, inactivadas
(OIE, 2016b). Esta prueba detecta la presencia de anticuerpos del tipo IgM e IgG, aunque el
medio acido del colorante favorece la union del antigeno con anticuerpos del tipo 1gG1 (Allan,
Chappel, Williamson, & McNaught, 1976; M. J. Corbel, 1972).

Los resultados obtenidos son cualitativos y pueden existir falsos negativos debido a casos
donde la infeccién sea inicial, asi como falsos positivos donde el antigeno reacciona con
anticuerpos debidos a la vacunacién (Ron-Roman, 2003). La prueba tiene una sensibilidad del
94% vy especificidad del 100% (Nielsen, 2002).
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2.7.2.2 Prueba de seroaglutinacién lenta en tubo o prueba de Wright (SAT)

Es una prueba que se fundamenta en la aglutinacion de anticuerpos del tipo IgM, y en
menor cantidad 1gG (Ron-Romén, 2003), junto con el antigeno, el cual es una suspension de la
cepa 99 o 1119-3 de B. abortus en una solucién fenolada, a la cual se puede afiadir EDTA para
disminuir la presencia de falsos positivos (OIE, 2016b). El procedimiento se lo realiza mediante

una serie de diluciones en una microplaca y los resultados se reportan de forma semi-cuantitativa.
2.7.2.3 Ensayo inmunoenzimatico indirecto (iELISA)

El ELISA indirecto es una prueba que detecta anticuerpos contra los antigenos de
Brucella, el cual proviene de la cepa 99 0 1119-3 de B. abortus, o la cepa 16M de B. melitensis.
En las pruebas comerciales, los LPS-S o los O-polisacaridos (OPS) son empleados como
antigenos (OIE, 2016b). La técnica se realiza en una placa de poliestireno donde se coloca el
suero, los anticuerpos anti-IgG bovino conjugado a una enzima (peroxidasa) y un cromégeno o
sustrato. El resultado es una reaccion colorimétrica donde la intensidad del color es directamente
proporcional a la concentracion de anticuerpos presentes en el suero de estudio (SENASA &
OIE, 2009).

A pesar que se considera al ELISA indirecto como una técnica muy sensible, casi es
incapaz de diferenciar entre los animales vacunados con cepa 19 y los animales infectados de

forma natural, impidiendo asi que se la utilice como una prueba confirmatoria (OIE, 2016b).
2.7.2.4 Ensayo inmunoenzimatico competitivo (CELISA)

El ELISA competitivo (CELISA) es una técnica que tiene como fundamento la
competencia diferencial entre anticuerpos monoclonales y los anticuerpos debidos a la
vacunacion con cepa 19, frente al antigeno LPS-S de B. abortus (Godfroid et al., 2010; Nielsen,
Kelly, Gall, Nicoletti, & Kelly, 1995). Los anticuerpos monoclonales también pueden competir
con los anticuerpos debidos a una infeccion natural, o debidos a otros factores no especificos
(Diaz et al., 2000).
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El método empieza con la fijacion del antigeno LPS-S en una placa de poliestireno, donde
se colocaran los sueros diluidos y el anticuerpo monoclonal de raton, especificos para la cadena
O. Se agrega el conjugado, el cual es un anticuerpo de cabra anti-raton conjugado a una
peroxidasa, y el sustrato o cromédgeno. Cuando el suero diluido presenta anticuerpos contra
Brucella, estos competirdn con los anticuerpos monoclonales por epitopo del LPS y existird una
ausencia de color (OIE, 2016b).

Por otro lado, cuando no se encuentran presentes anticuerpos contra Brucella, los
anticuerpos monoclonales se unirdn al antigeno y se observard un cambio en el color (OIE,
2016b). Esta prueba tiene una alta sensibilidad y especificidad, que omite los falsos positivos
(Wang et al., 2015).

2.7.2.4.1 Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos son glicoproteinas del tipo inmunoglobulina o globulina gamma,
secretadas por los linfocitos B en presencia de los antigenos. De las tres moléculas que emplea el
sistema inmunitario para unirse a los antigenos, las inmunoglobulinas presentan el mayor rango
de discriminacidn entre diferentes antigenos y una union fuerte entre anticuerpo-antigeno (Abbas,
Lichtman, & Pillai, 2014).

Un anticuerpo monoclonal (mAb), comparado con las inmunoglobulinas, presentan
afinidad a un solo epitopo de un antigeno o mezcla de antigenos y es secretado por células que
provienen de una sola célula ancestral (Kimball, 2011). El primero mAb obtenido en el
laboratorio fue por medio de la técnica del hibridoma, desarrollado por Georges Kohler y Cesar
Milstein en 1975. Esta técnica se basa en la fusion y cultivo de linfocitos B generados al
inmunizar a un animal con un antigeno especifico, para la formacion de hibridomas.
Posteriormente, las inmunoglobulinas que son secretadas por cada hibridoma seran probadas para
determinar su respuesta frente al antigeno, expandiendo asi los clones de hibridomas que

presenten la especificidad requerida (Abbas et al., 2014).

Otra forma de produccidén de mAbs es la técnica de fago display. Esta técnica se basa en
la formacién de librerias de secuencias de diferentes regiones Fab de inmunoglobulinas. Las
secuencias de los genes que codifican la regién Fab, que se encuentran en los linfocitos B, son

introducidas en un vector y clonadas en un bacteriéfago, donde las secuencias seran expresadas
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en la capside del virus. Las proteinas que son generadas con diferentes regiones Fab son probadas
para determinar la especificidad frente a un tipo de antigeno, seleccionando y clonando a los
plasmidos que contengan la secuencia de la regién Fab deseada (Carvalho et al., 2017).

Los mAbs presentan aplicaciones importantes dentro del diagnostico y tratamiento de
enfermedades. En la técnica de diagnostico cELISA se emplean mAbs para aumentar la
especificidad de la prueba y eliminar los falsos positivos por reacciones cruzadas con otras
bacterias (OIE, 2016a; Perrett, McGiven, Brew, & Stack, 2010).

2.8 Prevencion y control

2.8.1 Tratamiento

La brucelosis en animales de produccion se considera como una enfermedad intratable, no
solo porque las especies de Brucella (especificamente B. abortus) son en cierta medida
resistentes a los antibioticos (Ordufa et al., 2001), sino también por lo costoso del tratamiento y
las consecuencias del uso de altas dosis de antibioticos en la produccion de carne y productos
lacteos. Ademas, al ser bacterias facultativas intracelulares, los animales tienden a sufrir recaidas

incluso después de haber aplicado el tratamiento (CABI, 2017).

En Ecuador, cuando un animal es positivo para brucelosis, se realiza un sacrificio
sanitario para evitar la propagacion de la enfermedad (AGROCALIDAD, 2016b).

2.8.2 Control

El control de la brucelosis en animales de produccién necesita de una legislacion que
permita su erradicacion eficaz de un pais, asi como su vigilancia posterior (CABI, 2017). Segun
la OIE (2016b), el control de la enfermedad en un pais o region se debe realizar mediante pruebas
como Rosa de Bengala (RB), Seroaglutinacion lenta en tubo (SAT) y Ensayo Inmunoenzimatico
(ELISA). Los animales que sean positivos a estas pruebas tamiz, deben ser sometidos a pruebas

confirmatorias adecuadas.
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Cuando se sospecha que un hato estd infectado con la bacteria, se debe realizar un
monitoreo de los animales con las pruebas tamiz recomendadas. Cada animal debe ser sometido a
las pruebas hasta que ninguno de ellos arroje resultados positivo a dichas pruebas. Los animales
que sean positivos deben ser separados del hato y posteriormente ser sacrificado
(AGROCALIDAD, 2009; CABI, 2017).

En areas donde la brucelosis es endémica, s6lo un buen plan de manejo y control de la
enfermedad permitiré el control de la enfermedad. En Ecuador se plantea un Programa Nacional
de Control de Brucelosis Bovina (AGROCALIDAD, 2009) en donde se contempla la
vacunacion, pruebas sanguineas continuas que abarca RB, prueba del anillo en leche cruda
(MRT) y cELISA, un adecuado manejo de la finca y la eliminacion de los animales infectados
como medidas de control y erradicacion de la enfermedad.

2.8.2.1 Vacunas utilizadas en animales

Las vacunas han sido desarrolladas a partir de cepas vivas atenuadas o cepas muertas con
capacidad inmunogeénica, siendo su objetivo es proteger a los animales de la infeccion por
Brucella (Saldarriaga & Rugeles, 2002). Las vacunas utilizadas en animales se describen en la
Tabla 3.

Segun AGROCALIDAD (2016b), en el Ecuador, las vacunas que se utilizan para prevenir la
brucelosis en el ganado son:
e Cepa 19, con una dosis Unica subcutanea de 5-8 x 10'° microorganismos viables en
terneros de 3-6 meses.
e Cepa RB51, con una dosis de 1-3.4 x 10'° microorganismos/2 mL en hembras desde los 4

meses de edad.



Tabla 3

Cepa, derivacion, inmunogenicidad y desventajas de las vacunas utilizadas en animales

Cepa Derivacion Efectivo Inmunogenicidad Desventaja
contra
Cepas vacunales lisas
Leche derivada Relativamente Similitud antigénica con las cepas de
B19 de una hembra B. abortus .
h virulenta campo.
infectada
Puede causar abortos.
Placenta de un Patégena para el ser humano.
REV-1 . B. melitensis Alta Anticuerpos especificos contra LPS
aborto de oveja e L
dificultan el serodiagnéstico de la
infeccién natural.
Pasaje seriado de
cepa B. suis . Relativamente No protege contra la infeccion
S2 . . B. suis . .
biovar 1, origen virulenta transmitida por contacto sexual.
suino
Cepas vacunales rugosas
Cepa virulenta B. abortus No produce
RB51 2308 de B. melitensis P Persistencia en los nddulos linfoides.
. respuesta humoral
B. abortus B. ovis
M111 Cepa I_|sa d_e B. melitensis Menos virulenta
B. melitensis que la cepa S2

LPS: Lipopolisacarido. Fuente: Saldarriaga & Rugeles (2002).

2.9 Distribucién geogréfica

2.9.1 Distribucién mundial

Las especies de Brucella se encuentran distribuidas alrededor del mundo, siendo
controlada en algunos paises desarrollados. La enfermedad se encuentra todavia en Medio
Oriente, Asia, Africa, Cuenca Mediterranea, América Central y del Sur, y el Caribe (CFSPH,
2009; OIE, 2016a). La distribucion de la enfermedad humana dependerd de tres factores
importantes como la distribucién de la brucelosis animal, los hospederos animales y la especie y

biovariedad que se encuentre en los animales hospedadores (Diaz et al., 2001). La distribucién de

las especies mas conocidas de Brucella se detalla en la Tabla 4.
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Distribucién geogréfica, caracteristicas epidemioldgicas, huésped habitual y biovariedades de

las especies de Brucella

. . . Distribucion Animal huésped Patogenicidad en los
Especie Biovariedades s S .
geogréfica principal habitual seres humanos
B. abortus la6,y9 Todo el mundo Bovmps, ungulados Moderado
silvestres
B. melitensis 1a3 Medlterranec_), Oriente Ovinos, caprinos, Fuerte
Medio ungulados silvestres
B. suis ly3 América, Asia, Oceania Cerdos Fuerte
B. suis 2 Europa Central y Cerdos y liebres Débil
Occidental
B. suis 4 América d?' Norte, Renos Moderada
Rusia
B. suis Rusia Roedores silvestres Fuerte
Todo el mundo (alta
B. canis frecuencia en Ameérica Perros Débil
del Sur)
B. ovis Mediterraneo Ovinos Nula
B. neotomae

Utah (Estados Unidos)

Ratas del desierto

Desconocido

Fuente: Maurin (2005).

La brucelosis se encuentra dentro de la lista Unica de enfermedades de declaracion

obligatoria de la OIE. La distribucion de la brucelosis en animales segun la OIE hasta el afio 2005

se detalla en el siguiente mapa (Figura 5), siendo Groenlandia y la Isla Madagascar lugares
donde no se ha evidenciado la presencia de la enfermedad.

WAHDOIED 2017

T
|:| o information
[ Meverreparted

I iseaseabsent
[ Disease suspected

s o
- Infection/infestation -
[ Disease-presént =
e
r-Disease-Iimited tooneor more zones

Figura 5. Distribucién a nivel mundial de la enfermedad de brucelosis.

Fuente: OIE (2005).
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Segun algunos reportes recolectados por el Centro de Biociencia Agricola Internacional
(CABI, 2017), la brucelosis se encuentra distribuida a nivel mundial de acuerdo a lo descrito en
el siguiente mapa (Figura 6), en donde la Republica Central de Africa, el Congo, Somalia y

Pakistan presentan actualmente la enfermedad.

Figura 6. Distribucion mundial de brucelosis en ganado segtn el Centro de Biociencia Agricola
Internacional (CABI).

m=Enfermedad presente. m= Enfermedad localizada. m= Evidencia del patégeno.

Fuente: Centro de Biociencia Agricola Internacional (2017).

2.9.2 Distribucién en Latinoamérica

En Latinoamérica, la enfermedad se encuentra ampliamente distribuida entre algunos
paises. No existe informacién sobre el Gltimo reporte de la enfermedad, pero segun el CABI

(2017), la enfermedad se encuentra distribuida segun la Tabla 5.

De todos los paises que conforman Latinoamérica, los paises Barbados, Belice, Islas
Virgenes Britanicas, Trinidad y Tobago, e Islas Falkland nunca han reportado la enfermedad;
Islas Caiman, Curazao, Dominica, Jamaica, Martinica, Guayana Francesa y Guayana no han

reportado la enfermedad actualmente; y los paises Haiti, Guadalupe y Uruguay no disponen de
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informacion. Los demas paises presentan la enfermedad o tienen una distribucion restringida

(Figura 7).
Tabla 5
Distribucién de la brucelosis a nivel de Latinoamérica.

Pais Distribucion
Argentina Presente
Barbados Enfermedad nunca reportada
Belice Enfermedad nunca reportada
Bolivia Presente
Brasil Presente
Chile Presente
Colombia Presente
Costa Rica Presente
Cuba Presente
Curazao Enfermedad no reportada
Dominica Enfermedad no reportada
El Salvador Presente
Guadalupe Informacién no disponible
Guatemala Presente
Guayana Enfermedad no reportada
Guayana Francesa Enfermedad no reportada
Haiti Informacién no disponible
Honduras Distribucidn restringida
Islas Caiméan Enfermedad no reportada
Islas Falkland Enfermedad nunca reportada

Islas Virgenes Britanicas
Jamaica

Martinica

México

Nicaragua

Panama

Paraguay

Perd

Republica Dominicana
Trinidad y Tobago
Uruguay

Venezuela

Enfermedad nunca reportada
Enfermedad no reportada
Enfermedad no reportada
Presente

Presente

Presente

Informacién no disponible
Distribucidn restringida
Presente

Enfermedad nunca reportada
Presente

Presente

Fuente: CABI (2017).
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Figura 7. Distribucion de la brucelosis en los paises latinoamericanos.
m=Enfermedad presente. m= Enfermedad localizada.

Fuente: CABI (2017).

2.9.3 Distribucién en Ecuador

En Ecuador, el pais se ha dividido en regiones segun la prevalencia de la enfermedad en la
zona, resultando en cinco regiones epidemiologicas (Figura 8):
e Region 1 (Alta prevalencia - Sierra): integrada por las provincias del Carchi, Imbabura,
Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo. Esta region presenta una prevalencia del
1.97-10.62%.
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e Region 2 (Alta prevalencia - Costa): integradas por las provincias de Esmeraldas,
Manabi, Santa Elena, Guayas, Los Rios, EI Oro y Santo Domingo de los Ts&chilas. Esta
region presenta una prevalencia de 4.2-10.62%.

e Region 3 (Baja prevalencia): integrada por las provincias de Bolivar, Cafar, Azuay y
Loja. La prevalencia de la enfermedad en esta region es de 1.3-2.6%.

e Region 4 (Baja prevalencia): integrada por las provincias amazénicas donde se estima
una prevalencia baja de la enfermedad debido a los sistemas de produccion.

e Region 5 (Indemne): integrada por las Islas Galapagos. La prevalencia de la enfermedad

se considera del 0%.

(AGROCALIDAD, 2009)
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Figura 8. Regiones epidemioldgicas de brucelosis bovina en Ecuador.

Fuente: AGROCALIDAD (2009).

2.10 Lineamientos del Programa Nacional de Control de Brucelosis Bovina en Ecuador

El Programa Nacional de Brucelosis Bovina (AGROCALIDAD, 2009), asi como el

Manual de Procedimientos para la Prevencion y Control de Brucelosis Bovina en el Ecuador
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(AGROCALIDAD, 2016b), establecen actividades especificas para el control y prevencion de la

brucelosis.

El Programa fue aprobado el 18 de junio de 2008, y se tiene como objetivo el reducir
progresivamente la brucelosis bovina en todo el pais. Para lograrlo, se han establecido actividades
como (AGROCALIDAD, 2009):

Sensibilizacion, promocion y difusion del Programa.
Vigilancia epidemioldgica.
Diagnostico e identificacion de animales positivos.

Vacunacién de terneras.

o~ w DN PE

Certificacion de predios libres de brucelosis.

AGROCALIDAD, como Organismo Oficial regulador a nivel nacional, es el encargado
de difundir el Programa a los ganaderos y gremios productores, y capacitando a los participantes

del Programa en las medidas para la prevencion, control y erradicacion de la enfermedad.

La vigilancia epidemiologica trata de obtener y proporcionar la informacion necesaria para
identificar la enfermedad, asi como para prevenirla. Esta vigilancia permitira prever los cambios

en el estado del ganado. Se manejan dos tipos de vigilancia:

e Vigilancia Pasiva: donde se realiza la notificacion de una sospecha o la presencia de la
enfermedad dentro de un predio. De acuerdo a ello, AGROCALIDAD tomara las
medidas necesarias para confirmar o controlar la situacion.

e Vigilancia Activa: cuenta con planes de monitoreo periddicos para el control y
prevencion de la enfermedad, incluyendo un muestreo de los animales que ingresen a

ferias de exposicion y subastas ganaderas.

Durante la vigilancia de la enfermedad, se realizara el diagndstico e identificacion de los
animales positivos mediante pruebas tamiz y confirmatorias, como son RB y cELISA
(AGROCALIDAD, 2016a). Los animales que sean sospechosos de tener la enfermedad, seran
aislados del hato y puestos en cuarentena. Cada animal serd muestreado y posteriormente sera

sometido a las pruebas confirmatorias.
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Cualquier animal que sea positivo a la enfermedad sera marcado con la letra “B” en el
musculo masetero, se aplicaran las medidas de bioseguridad necesarias para la eliminacion de
cualquier reactor positivo, se implementaran calendarios de vacunacién con la vacuna RB51 en
los predios que no vacunen, y finalmente se realizara la vacunacion de poblacion susceptible en
los predios (AGROCALIDAD, 2016b).

2.10.1 Vacunacion terneras

El esquema de vacunacion que maneja AGROCALIDAD (2016b) consta de tres estatutos:

1. Vacunar hembras de tres a seis meses de edad, utilizando una sola dosis de la vacuna
Cepa 19.
2. No se debe vacunar a los machos.

3. Las vacunas permitidas para su uso por AGROCALIDAD son la Cepa 19 y RB51.

2.10.2 Esquema para certificacion de predios libres

Un predio libre hace referencia al lugar donde los animales presenten resultados negativos
a las pruebas de tamiz (RB) y a la prueba confirmatoria (CELISA). Los animales que sean
sometidos a estas pruebas de verificacion seran las hembras mayores de 12 meses. Si se ha
vacunado con RB51, se realizaran las pruebas a todas las hembras mayores de 18 meses. Si se ha
vacunado con Cepa 19, se realizaran las pruebas a los machos mayores de 6 meses
(AGROCALIDAD, 2016b).

Para la certificacion de predios libres se requiere se cumplan ciertas medidas:

a. Ganaderos, productores e industrias deben presentar voluntariamente su deseo de
participar en el proceso de certificacion de predios libres de brucelosis.

b. Tanto los ganaderos, productores e industrias, como los ejecutores del programan forman
un equipo para cumplir con las tareas sanitarias de campo, analisis serologicos (Figura 9),
identificacion de animales positivos y administracion financiera del proyecto.

c. AGROCALIDAD sera el responsable de establecer las medidas que se seguiran en cada
predio segun sus condiciones sanitarias y estado epidemioldgico, y otorgard los

certificados de predios libres de brucelosis.
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(AGROCALIDAD, 2009)

llnicio de proceso lesMuie

de muestreos
A
POSITIVO I 120

Certificado libre de
Brucelosis (365 dias)

Figura 9. Certificacion de Predios Libres.

Fuente: AGROCALIDAD (2016a).

2.11 Sistema de Hipdtesis

Ho: El ensayo inmunoenzimatico competitivo (CELISA) no detecta anticuerpos del tipo 1gG

contra Brucella spp. en el ganado bovino.

Hi: El ensayo inmunoenzimatico competitivo (CELISA) detecta anticuerpos del tipo 1gG

contra Brucella spp. en el ganado bovino.
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CAPITULO 3 - MATERIALES Y METODOS

3.1 Fase de campo

Se realizaron muestreos en campo de 2 escenarios epidemioldgicamente diferentes,
obteniendo las muestras sanguineas de ganado bovino para la optimizacion de la prueba.

e [Escenarios:
El: Zonas de baja y moderada prevalencia de brucelosis

El Carmen - Manabi: Se tomaron 56 muestras de suero sanguineo bovino recolectadas
en el trabajo de titulacion de la Ing. Viviana Medina en el mes de marzo del 2016 dentro del
Proyecto de vinculacion: “Promover buenas practicas de manejo ganadero, manufactura e
inocuidad en productos lacteos”, realizado en 12 fincas ubicadas en la parroquia San Pedro de

Suma, canton EI Carmen, provincia de Manabi.

Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro (AGROCALIDAD):
Se utilizaron 25 sueros donados por AGROCALIDAD, de los cuales se tuvo conocimiento previo

que 14 sueros fueron positivos para Brucella y 11 negativos.
E2: Zona indemne de brucelosis

Isla Santa Cruz, Islas Galapagos: Se tomaron 85 muestras de suero sanguineo bovino
recolectadas por Ing. Jimmy Jumbo en el mes de noviembre del 2016 dentro del Proyecto de
vinculacion: “M¢étodos de diagnostico biotecnoldgico de enfermedades en animales, buenas
practicas agropecuarias a través de capacitacion y transferencia de tecnologia en las Islas
Galapagos”, realizado en 19 haciendas ubicadas en la Isla Santa Cruz, provincia Galapagos —

Ecuador.

3.1.1 Recoleccion, procesamiento y conservacion de muestras de sangre

La recoleccion de las muestras de sangre bovina se realizd siguiendo el procedimiento
para la extraccion a partir de la vena coccigea. La cola del animal se levanté en posicion
horizontal para la limpieza y desinfeccion de la zona entre las vértebras coccigeas 6-7 con alcohol

al 70%, y posteriormente se realiz6 la puncién en la vena mediante el uso de agujas Vacutainer
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0.8 x 25 mm, calibre 21. La sangre se recolectd en tubos de 10 mL, tapa roja, sin anticoagulante,
y se las almacend en un cooler con gel refrigerante para mantenerlas a una temperatura baja por
maximo 4 horas, hasta su disposicién final en el laboratorio, donde se almacend a -20 °C para la

posterior extraccion del suero (Weaver, St Jean, & Steiner, 2005).

3.2 Fase de laboratorio

Se realizaron cuatro pruebas para el diagnostico de brucelosis en bovinos, las cuales
fueron Rosa de Bengala (RB), prueba de Seroaglutinacién Lenta en Tubo en presencia de EDTA
(SAT-EDTA), Ensayo inmunoenzimatico indirecto (iELISA) y Ensayo inmunoenzimético
competitivo (CELISA).

Todas las pruebas fueron realizadas en el Laboratorio de Biotecnologia Animal, de la
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.

3.2.1 Obtencidn de suero sanguineo

Los sueros se obtuvieron a partir de la centrifugacion de tubos sin anticoagulante a 10000
rpm por 10 minutos. El sobrenadante (suero) se lo traslado a tubos de tapa rosca de 2 mL,
mediante el uso de pipetas Pasteur de plastico de 1 mL. Los tubos fueron etiquetados y

almacenados a -20 °C.

3.2.2 Prueba de aglutinacion rapida en placa (Rosa de Bengala)

Los sueros sanguineos, previamente extraidos, y el antigeno coloreado con Rosa de
Bengala (pH 3.65 £ 0.05) se colocaron a temperatura ambiente por 30 minutos antes de realizar la
prueba. En una placa de vidrio se colocaron 30 pL de la muestra de suero en cada celda y se
afiadio 30 uL del antigeno cerca del suero. Se mezcld el suero y el antigeno con un palillo de
madera, formando un circulo u ovalo. La placa se agitd suavemente por 4 minutos a temperatura
ambiente y se procedi6 a la lectura de los resultados mediante el uso de una lampara y lupa (OIE,
2016b).

3.2.2.1 Interpretacién de resultados

Los resultados se clasificaron como positivas o negativas segun el grado de aglutinacién

presente en la placa.
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Positivas: cuando se observo la presencia de aglutinacion y formacion de borde coloreado
definido en la celda. Se clasificaron los resultados como: (+) aglutinacion fina, (++)
aglutinacién fina con borde no tan definido, y (+++) aglutinacion gruesa con formacion de
borde definido.

Negativo: cuando no se observo la presencia de aglutinacion. La turbidez de la mezcla es

homogénea, y se designod como (-)

(Ron-Roman, 2003)
Prueba de seroaglutinacion lenta en tubo en presencia de EDTA (SAT-EDTA)

El procedimiento de esta prueba se realizé segun lo descrito por Ron-Roman (2003). En

una placa de microtitulacion se colocé 168 pL de tampdn SAT (cloruro de sodio 0.85%, fenol
0.5%, EDTA 5 Mm, agua destilada) en la celda 1 y 100 uL en las celdas 2 a la 12. Se depositaron

32 pL de las muestras de suero en la celda 1 (1/12.5), y se tomaron 100 pL para colocarlos en la

celda 2 (1/25). Se homogenizo y se volvieron a tomar 100 pL para colocarlos en la celda 3, y asi

se continud hasta la celda 12 (1/25600). Al final se afiadio 100 pL de la solucién de antigeno

(Antigeno 1/8.75, tampon SAT) y se incubd a 37 °C por 20 horas en ambiente humedo.

3.2.3.1 Interpretacion de resultados

Los resultados fueron leidos con la ayuda de un espejo de aumento y una lampara, y se

clasificaron segun el grado de aglutinacion presente.

Negativo: cuando el antigeno forma un punto compacto y con bordes netos en el fondo de
la cpula.

Positivo 25%: cuando el antigeno forma un punto compacto pero con bordes no tan
definidos en el fondo de la cupula.

Positivo 50%0: cuando el antigeno forma una fina capa de sedimento. No hay presencia de
un ponto compacto.

Positivo 100%: cuando el antigeno forma una gran zona de sedimentacion, repartida

uniformemente en la cupula. El liquido es completamente transparente.
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Los porcentajes de aglutinacion fueron determinados al compararlos con controles del
antigeno. Los resultados se expresaron en Unidades Internacionales de aglutinacion (Ul) segun la
altima dilucién que presenta porcentaje de aglutinacion (Tabla 6).

Tabla 6
Relacion entre el grado de translucidez, dilucion del suero a investigar y Unidades
Internacionales segun diluciones del suero control positivo

Porcentaje de translucidez de la muestra

Dilucién del suero

25% 50% 100%
1/12.5 15 Ul 20 UI 25 Ul
1/25 30 UI 40 UI 50 UI
1/50 60 Ul 80 Ul 100 UI
1/100 120 UI 160 UI 200 U1
1/200 240 U1 320 Ul 400 U1
1/400 480 Ul 640 Ul 800 Ul
1/800 960 UI 1280 UI 1600 Ul
1/1600 1920 UI 2560 Ul 3200 Ul
1/3200 3840 Ul 5120 Ul 6400 Ul
1/6400 7680 UI 10240 UI 12800 UI
1/12800 15360 UI 20480 Ul 25600 Ul
1/25600 30720 Ul 40960 Ul 51200 Ul

Ul: Unidades Internacionales de aglutinacion. Cut-off: 30 Ul en bovinos. Fuente: Ron-Roman
(2003).

3.2.4 Ensayo inmunoenzimatico indirecto (iELISA)

El protocolo de esta prueba se realizé segun lo descrito por Ron-Roman (2003). El primer
paso de esta prueba fue la sensibilizacion de cada pocillo de una placa de poliestireno con 100 pL
de una solucién diluida 1/50 de LPS en tampon GS (glicina 1M, NaCl 1.7M, pH 9.2). Las placas
fueron incubadas a 37 °C por 3 horas 50 minutos y posteriormente se almacenaron a 4 °C por 12

horas.

Después de transcurrido el tiempo de sensibilizacién, las placas se lavaron 5 veces con
solucién de lavado (NaCl 0.15M, Tween20 0.01% v/v) en un lavador de placas ELISA marca
BioTek ELX50, escurriendo completamente el liquido. Se colocaron 50 pL de la solucién diluida
1/50 v/v de los sueros en tampon GS-EDTA-Tween80 (tampdén GS 100 mL, EDTA 50 mM,
Tween80 0.1% v/v, pH 9.2). El suero positivo (diluido previamente 1/10 en agua destilada) para
la curva de calibracion se diluyé 6 veces (1/270, 1/540, 1/1080, 1/2160, 1/4320, 1/8640) en
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tampon BS (Tampon GS-EDTA-Tween80 10 mL, Suero bovino Bélgica negativo 200 pL). La

placa se incub6 a temperatura ambiente por 1 hora.

Se volvi6 a lavar la placa y se colocaron 50 uL de la solucién de conjugado (Tampon
conjugado 10 mL, NBCS 2% vl/v, proteina G-HRPO 7.6 pL) diluido 1/50000. EI tampdn
conjugado fue preparado con Hidrogeno fosfato de disodio 10 mM, NaCl 150 mM, Tween80
(diluido previamente 1/10 en agua destilada) 0.1% v/v, ajustando su pH a 7.2. La placa se volvio

a incubar a temperatura ambiente por 1 hora, en oscuridad.

Para afiadir la solucién de sustrato (tampdn de revelacion 25 mL, oPD 1 tableta,
Perhydrol® 5 L), la placa se volvié a lavar 5 veces. La solucidn de revelacién fue preparada con
1 tableta de tampdn fosfato citrato en 100 mL de agua destilada. Se colocaron 100 pL de la
solucion de sustrato y se incubd la placa a temperatura ambiente por 20 minutos, en oscuridad. Se
detuvo la reaccion al agregar 25 pL de solucion de parada (H.SO4 2M). Las densidades dpticas
fueron leidas en el espectrofotometro BioTek ELx800, a 490-630nm.

3.2.5 Ensayo inmunoenzimatico competitivo (CELISA)

La prueba de ELISA competitivo se optimizd en base al protocolo desarrollado por

Claude Saegerman (Com. Pers. Ron-Roman J. 2017) usando el antigeno LPS de Brucella spp.

Se sensibilizé cada pocillo de la placa de poliestireno con 100 pL de LPS diluido en
tampdén GS (glicina 1M, NaCl 1.7M, pH 9.2) a una concentracién final de 1 pg/mL, se sello e

incubd a 37 °C por 3 horas en cAmara himeda. Luego se coloco la placa a 4 °C por toda la noche.

La placa se lavd 5 veces con solucion de lavado (NaCl 0.15M, Tween20 0.01% v/v) en un
lavador de placas ELISA marca BioTek ELx50. Se colocaron 25 pL por pocillo de los sueros a
investigar diluidos 1/50 en tampdn GS-EDTA-Tw80 (tampon GS 100 mL, EDTA 50 mM,
Tween80 0.1% v/v, pH 9.2). Inmediatamente después se colocd 25 pL por pocillo del anticuerpo
monoclonal 7F9 diluido 1/160 en tampdn GS-EDTA-Tw80. La placa se sell6 y se puso en

agitacion durante 15 min. Después se incubd la placa a temperatura ambiente por 45 min.

Se volvio a lavar la placa y se colocaron 50 pL por pocillo de conjugado HRP IgG anti-

raton (Horseradish peroxidase conjugated goat anti-mouse IgG antibodies) del kit comercial
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SVANOVIR® Brucella-Ab C-ELISA. EIl conjugado se diluyd 1/2 en agua destilada. La placa se

incubd a temperatura ambiente por 1 h en oscuridad.

La solucién de sustrato (tampon de revelacion 25 mL, oPD 1 tableta, Perhydrol® 5 pL) se
afadio despues de haber lavado 5 veces la placa. La solucion de revelacion fue preparada con 1
tableta de tampdn fosfato citrato en 100 mL de agua destilada. Se coloc6 100 uL de la solucién

de sustrato y se incubd la placa a temperatura ambiente por 20 minutos en oscuridad.

La reaccion se detuvo al agregar 25 pL de solucion de parada (H2SOs 2M). Las
densidades Opticas fueron leidas en el espectrofotometro BioTek ELx800, a 490-630nm.

La seleccion del anticuerpo monoclonal con mejor actividad se realizO mediante 8
diluciones de cada anticuerpo monoclonal (7F9: 1/40, 1/80, 1/160, 1/20, 1/640, 1/1280, 1/2560,
1/5120; 12B12: 1/500, 1/2000, 1/8000, 1/32000, 1/100000, 1/128000, 1/200000, 1/400000)
enfrentandolos con LPS y 5 sueros diferentes, dos positivos y tres negativos, diluidos 1/50. La
dilucion optima de conjugado se obtuvo mediante 3 diferentes concentraciones del conjugado
HRP (1, 1/2, 1/4), enfrentandolo por duplicado con dos sueros estandares, diluidos 1/50, y 8
diluciones de los dos anticuerpos monoclonales 7F9 y 12B12 (1/40, 1/80, 1/160, 1/20, 1/640,
1/1280, 1/2560, 1/5120).

El punto de corte se estableci6 mediante las curvas ROC usando el paguete de codigo
abierto para R: pROC (Robin et al., 2011), empleando las densidades Opticas de 20 sueros entre
positivos y negativos. En cada placa de ELISA para el analisis de los sueros a investigar se
colocaron un suero positivo y un suero negativo a manera de controles, asi como controles de

reactivos donde se incluy6 al tampén GS-EDTA-Tw80 como blanco.

3.3 Andlisis estadistico

3.3.1 Disefio estadistico

La optimizacion de la prueba ELISA competitiva tuvo un disefio experimental descriptivo
sin aplicar ningln tratamiento. Se establecid un punto de corte para cada una de las pruebas

CELISA que se realizaron, para lo cual se estandarizd los tiempos de lavados, tiempos de
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incubacion, y principalmente las concentraciones de antigeno, suero, conjugado y anticuerpo

monoclonal.

Para validar los pardmetros estandarizados se determinaron caracteristicas como
sensibilidad, especificidad y valores predictivos (Tabla 7), ademas de la repetibilidad y

reproductividad de la prueba diagndstica.

3.3.2 Sensibilidad

Se refiere a la probabilidad de que un individuo enfermo arroje un resultado positivo en la
prueba de diagndstico, es decir, es la capacidad de la prueba de detectar la enfermedad. Se la
determina mediante la siguiente formula, donde VP corresponde al verdadero positivo y FN
corresponde al falso negativo:

VP

Sensibilidad = VP TN

El valor de la sensibilidad se expresa en porcentaje y varian desde 0 a 100. Si el valor
obtenido es alto, significa que la prueba diagnéstica tiene la capacidad de detectar a los
individuos enfermos (Pita Fernandez & Pértegas-Diaz, 2003).

Tabla 7
Estimacién de la sensibilidad, especificidad y valores predictivos calculadas a partir de
resultados de muestras procedentes de una poblacion que se conoce que estan enfermos 0 sanos

Muestras de referencia
Muestras que se Muestras que se
saben que son saben que son
positivas negativas
Resultados | Positivos VP FP VPP
VP/(VP+FP)
de la . VPN
prueba Negativos FN VN VN/(EN+VN)
Se Sp
VP/(VP+FEN) VN/(VN+FP)

VP: Verdadero Positivo; FP: Falso Positivo; VN: Verdadero Negativo; FN: Falso Negativo; Se:
Sensibilidad diagndstica; Sp: Especificidad diagnéstica; VPP: Valor Predictivo Positivo. VPN:
Valor Predictivo Negativo. Fuente: OIE (2009).
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3.3.3 Especificidad

Se refiere a la probabilidad que tiene la prueba de diagnostico de identificar a los
individuos sanos, es decir, es la capacidad de obtener de un individuo sano un resultado negativo.
La especificidad se estima con la siguiente formula, donde VN son los verdaderos negativo y FP
son los falsos positivos (Camila Medina, 2011).

VN

Especificidad = VN +FP

3.3.4 Valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)

El valor predictivo positivo (VPP) hace referencia a la probabilidad de que al tener el
resultado de un individuo enfermo, la prueba diagndstica arroje un resultado positivo, el cual se
estima por medio de los verdaderos positivos (VP) y falsos positivos (FP):

VPP =yt FP

Por otro lado, el valor predictivo negativo (VPN) es la probabilidad de que al tener un
resultado de un individuo sano, en la prueba diagndstica, la prueba arroje un resultado negativo.
Este valor se estima mediante los verdaderos negativos (VN) y falsos negativos (FN):

VN

VPN =N T VN

Estos dos valores se los expresa en porcentaje, siendo valor ideal igual a 100% (Pita
Fernandez & Pértegas-Diaz, 2003).

3.3.5 Repetibilidad

Se refiere a la concordancia entre los resultados cuando se realizan réplicas de una
muestra. Se lo evalla los resultados de las réplicas de una muestra en una misma placa y en otras

placas al realizar la misma prueba (OIE, 2009).

Para determinar la repetibilidad de la prueba ELISA competitiva, se seleccionaron

aleatoriamente sueros gque presentan densidades Opticas diferentes para someterlas a la prueba de
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5 repeticiones para determinar si el resultado positivo o negativo ocurre en cada una de las

réplicas.

3.3.6 Reproducibilidad

La reproducibilidad permite determinar la coherencia de los resultados al ser repetido o
medido varias veces por otros operarios y laboratorios (Portuondo Paisan & Portuondo Moret,
2010). La precision de los resultados se lo realiz6 mediante alicuotas de las muestras que fueron
analizadas en diferentes laboratorios (OIE, 2009).

Para el andlisis de la reproducibilidad del ELISA competitivo se procesaron 15 muestras

diferentes, con alicuotas idénticas, en el laboratorio de Biotecnologia Animal.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS

4.1 Muestras seroldgicas

Se utilizaron 56 muestras de suero sanguineo bovino que se obtuvieron de 12 haciendas
ubicadas la parroquia San Pedro de Suma, en el cantén El Carmen de la provincia de Manabi, 85
muestras de 19 haciendas ubicadas en las Isla Santa Cruz de la provincia de Galapagos, y 25
muestras donadas por la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro
(AGROCALIDAD).

Todas las muestras de suero sanguineo fueron procesadas, obteniendo un total de 166
muestras, las mismas que fueron sometidas a las pruebas Rosa de Bengala (RB), Seroaglutinacion
lenta en tubo en presencia de EDTA (SAT-EDTA), y el Ensayo Inmunoenzimatico indirecto
(IELISA). De los resultados obtenidos, se seleccionaron los sueros positivos para emplearlos
como controles en la prueba de ELISA competitivo (CELISA) para el establecimiento del punto

de corte.

Adicionalmente, se obtuvieron muestras negativas procedentes del Centro Internacional
de Zoonosis (Cl1Z) de la Universidad Central del Ecuador. También se obtuvo una muestra
positiva procedente de un animal al que se confirmé su infeccion con B. abortus mediante el
aislamiento de la bacteria (Vaca América, C+ VAm). De estas muestras se hicieron alicuotas para
emplearlos como controles en los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad de la técnica, asi

como para el establecimiento del punto de corte.

Como control positivo se empled una muestra de suero bovino procedente de Bélgica (C+
belga), mientras que como control negativo (305 San Rafael) se empled una muestra de suero
bovino procedente de la Hacienda “San Rafael” (ElI Carmen) donde se considera una zona libre

de la enfermedad.
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4.2 Prueba Rosa de Bengala (RB)

Los resultados de la prueba de Rosa de Bengala (RB) se describen en la Tabla 8. Los
sueros fueron clasificados segun la presencia o ausencia de aglutinacion durante la prueba. En
cada placa analizada, se colocé un el control negativo (C-1ASA) y el control positivo (C+belga).

Tabla 8
Resultados de la prueba Rosa de Bengala aplicada a los sueros recolectados de tres escenarios
diferentes

Rosa de Bengala (RB)

Escenario Total
Positivo (+) Negativo (-)
El Carmen 4 (7.69 %) 52 (92.31 %) 56
Isla Santa Cruz 0 (0 %) 85 (100 %) 85
AGROCALIDAD 5 (20 %) 20 (80 %) 25
Total 9 157 166

Positivo (+): Numero de animales que presentaron aglutinacion durante la prueba. Negativo (-):

Numero de animales que no presentaron aglutinacion durante la prueba.

En total se obtuvo el 5.42% (9/166) de animales positivos en los tres escenarios
analizados. De las 166 muestras de suero sanguineo analizado, el 7.69% (4/56) de muestras
procedentes de ElI Carmen presentaron aglutinacion durante la prueba, mientras que el 20%
(5/25) de las muestras donadas por AGROCALIDAD resultaron positivos para RB. En el caso de
las muestras procedentes de la Isla Santa Cruz, se obtuvo el 0% (0/85) de muestras positivas para
RB.

4.3 Prueba de seroaglutinacion lenta en tubo en presencia de EDTA (SAT-EDTA)

Se realiz6 la prueba SAT-EDTA para determinar la presencia de anticuerpos contra
Brucella spp. en los sueros sanguineos bovinos de los tres escenarios epidemiologicos. Los

resultados obtenidos se expresan en la Tabla 9.
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Tabla 9
Resultados de la prueba SAT-EDTA aplicada a los sueros recolectados de tres escenarios
diferentes

SAT-EDTA

Escenario Positivo (+) Negativo (-) Total
El Carmen 7 (12.5%) 49 (87.5%) 56
Isla Santa Cruz 0 (0%) 85 (100%) 85
AGROCALIDAD 8 (32%) 17 (68%) 25
Total 15 151 166

Positivo (+): Numero de animales que presentaron aglutinacién. Negativo (-): Numero de

animales que no presentaron aglutinacion.

En total se obtuvo el 9.04%% (15/166) de animales positivos en los tres escenarios
analizados. De las 166 muestras de suero sanguineo analizado, el 12.5% (7/56) de muestras
procedentes de EI Carmen presentaron aglutinacion, mientras que el 32% (8/25) de las muestras
donadas por AGROCALIDAD resultaron positivos para SAT-EDTA. En el caso de las muestras
procedentes de la Isla Santa Cruz, se obtuvo el 0% (0/85) de muestras que presentaran

aglutinacion.

Los resultados de la prueba SAT-EDTA fueron expresados en Unidades Internacionales
de aglutinacion (UI) por lo que se realizd la titulacion de los sueros, determinando el porcentaje
de aglutinacion de cada muestra segun el grado de translucidez y la dilucion del suero. Se expreso
las Ul de los sueros segun la ultima dilucién en que se presencié aglutinacion, tal como se
describe en la Tabla 6. Las Ul de las muestras que dieron positivas para la prueba SAT-EDTA

estan detalladas en la Tabla 10.

4.4 Correlacion entre los resultados de RB y SAT-EDTA

La correlacion de los resultados de las pruebas RB y SAT-EDTA se determiné para las
muestras pertenecientes al canton EI Carmen y a AGROCALIDAD. Los resultados de las
muestras pertenecientes a la Isla Santa Cruz, Galadpagos no presentaron diferencias entre las dos
pruebas realizadas por la ausencia de resultados positivos, por lo que no se someti6 al analisis de

correlacion.
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Tabla 10
Resultados de la prueba SAT-EDTA titulacion expresados en Unidades Internacionales de las
muestras consideradas positivas.

Escenario Muestra Dilucion Uul/mL
SB006 1/400 480
El Carmen SB010 1/200 400
SB044 1/25 50
SB100 1/50 100
8865 1/800 1600
8985 1/25 40
8989 1/25 40
9021 1/25 40
AGROCALIDAD 9049 1/25 40
9564 1/25 40
9571 1/25 30
12290 1/200 400

Ul: Unidades Internacionales de aglutinacion. Valor a partir del que se considera a un bovino
positivo para brucelosis (cut-off): 30 Ul/mL.

Tabla 11
Correlacion de los resultados de las pruebas RB y SAT-EDTA aplicadas en las muestras del
canton EI Carmen

SAT-EDTA

RB Positivo Negativo Total
Positivo 4 0 4
Negativo 1 51 52
Total 5 51 56

RB: Rosa de Bengala. SAT-EDTA: Prueba de Seroaglutinacion lenta en tubo en presencia de
EDTA.

De los 56 sueros sanguineos pertenecientes al cantén EI Carmen, cuatro muestras fueron
positivas para las pruebas RB y SAT-EDTA, y solamente una muestra fue positivo para la prueba
SAT-EDTA pero negativa para la prueba RB (Tabla 11). La correlacién para las muestras del
canton EI Carmen fue de 98.21% (Kappa=0.8792; p<0.05).
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Tabla 12
Correlacion de los resultados de las pruebas RB y SAT-EDTA aplicadas en las muestras de
AGROCALIDAD

SAT-EDTA

RB Positivo Negativo Total
Positivo 5) 0 5
Negativo 3 17 20
Total 8 17 25

RB: Rosa de Bengala. SAT-EDTA: Prueba de Seroaglutinacion lenta en tubo en presencia de
EDTA.

En el caso de las muestras pertenecientes a AGROCALIDAD, de los 8 sueros positivos
para la prueba SAT-EDTA, s6lo cinco sueros dieron positivo para la prueba RB (Tabla 12). La
correlacion para las muestras de AGROCALIDAD fue de 88% (Kappa=0.694; p<0.05).

4.5 Resultados de la optimizacion del iIELISA

4.5.1 Determinacion de la solucion de bloqueo

Se disefio un ensayo en el que se emplearon dos tipos diferentes de solucion de bloqueo:
Colageno Hidrolizado (Colnatur®) y Leche de Soya (Oriental®). Las soluciones fueron

preparadas al 5% de concentracion en PBS 0.02 M, pH 7.2.

Las placas fueron sensibilizadas con LPS a una concentracion final de 1 pg/mL a 37°C
por cuatro horas y luego a 4 °C por toda la noche. Se colocaron las soluciones de bloqueo, cinco
sueros diluidos (1/50), la solucion de conjugado diluidos (1/25000) y el sustrato o-

fenilenodiamina (oPD).
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Figura 10. Densidad dptica del ELISA de 5 sueros tratados con diferentes soluciones de bloqueo
al 5%. CH: Colageno Hidrolizado. LS: Leche de Soya.

Al analizar los resultados obtenidos, el tratamiento sin solucion de bloqueo presenté los
valores mas altos de densidad oOptica (OD) entre los sueros empleados (Figura 10). La solucion
de bloqueo con leche de soya al 5% (LS 5%) presentd los valores mas bajos de OD de los sueros
empleados, pero la solucion de bloqueo con colageno hidrolizado al 5% presentd una mayor
diferencia entre el control positivo (OD=1.1045) y el control negativo (OD=0.102) por lo que se

determin6 como el mejor agente de bloqueo y fue utilizado en las siguientes pruebas.

4.5.2 Determinacion de la dilucion de conjugado G-HRPO

Se realiz6 un ensayo con varias diluciones de conjugado G-HRPO (1/25000, 1/37500,
1/50000, 1/62500) enfrentados a cinco sueros diluidos (1/50). Primero se sensibiliz6 la placa con
LPS a una concentracién final de 1 pg/mL a 37 °C por cuatro horas y a 4 °C por toda la noche,
luego se coloco la solucion de bloqueo (colageno hidrolizado al 5%), las cuatro diluciones del

conjugado G-HRPO vy el sustrato oPD.
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Figura 11. Densidades dpticas (OD) de cinco sueros diluidos 1/50 enfrentados a cuatro
diluciones de conjugado G-HRPO (1/25000, 1/37500, 1/50000, 1/62500).

Los resultados que se obtuvieron de los cinco sueros se representan en la Figura 11. La
dilucion del conjugado (1/25000) presento los valores mas altos de OD entre los sueros. La
dilucion del conjugado (1/62500) presenta los valores mas bajos de OD, siendo el suero control
negativo el valor mas bajo (OD = 0.045) comparado con el blanco (OD = 0.126), lo que indica

que se requirid mas conjugado para reaccionar con el suero.

Las diluciones de conjugado (1/37500) y (1/50000) presentaron valores de OD similares
para el suero control positivo, pero al comparar los valores correspondientes al control negativo,
la dilucion (1/50000) present6 el valor de OD mas bajo. Por lo tanto, la dilucion del conjugado
1/50000 se selecciond para los siguientes ensayos debido a que permitié la mayor diferencia entre

el suero control positivo y el suero control negativo.

4.5.3 Determinacion de la concentracion optima de lipopolisacarido (LPS) como antigeno

y la concentracion éptima de la solucion de bloqueo

Se evaluaron cinco concentraciones de antigeno LPS (1/10, 1/25, 1/50, 1/75, 1/100) y a

tres concentraciones de colageno hidrolizado (5%, 7.5%, 10%) como agente de blogueo frente a
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una dilucion estandar 1/50 de tres sueros clasificados como dos positivos y uno negativo. El
ensayo se realiz6 con una dilucion de conjugado G-HRPO (1/50000).

En las Figura 12 se representd las diferentes densidades Opticas que se obtuvo de los
sueros positivos y negativos. En la Figura 12 A y B, se observd que el suero control negativo
presentd una disminucion en el valor de la densidad 6ptica (OD) conforme se aumenta la
concentracion de coldgeno hidrolizado. A partir de la dilucion de LPS 1/50 (Figura 12 C), los
valores de OD del suero control negativo aumentaron y disminuyeron a medida que se aumenté
la concentracion de colageno hidrolizado y disminuy6 la concentracion de LPS, siendo el valor
de OD maés alto obtenido el de 0.697 a una concentracion de colageno hidrolizado de 5% y una

dilucion de LPS de 1/75 (Figura 12Error! Reference source not found. D).

En el caso de los sueros positivos, los valores de OD fueron disminuyendo o aumentando
segun la cantidad de colageno hidrolizado y LPS presentes, alcanzando un valor maximo de
3.733 (colageno hidrolizado al 10% y LPS a 1/10) y un valor minimo de 2.338 (colageno
hidrolizado al 7.5% y LPS a 1/50), correspondientes al suero positivo C+ belga. El blanco

permanecié con valores de OD menores a 0.05 en todos los tratamientos.

La mayor diferencia entre los sueros controles positivos y el suero control negativo se
observaron en la Figura 12 Ay C, para la condicion de dilucién de LPS (1/10 y 1/50) y colageno
hidrolizado (5% y 7.5%). Para seleccionar el mejor de estos resultados se determind el cociente
entre el promedio de los OD de los sueros controles positivos y el valor de OD del suero control
negativo, donde se obtuvo el valor de 9.30 para la dilucion de LPS (1/10) y colageno hidrolizado
al 5%, y 9.20 para la dilucion de LPS (1/50) y colageno hidrolizado al 7.5%.

La condicion que presenté una mayor diferencia fue para la dilucion de LPS (1/10) y
coladgeno hidrolizado al 5%, pero para optimizar la cantidad de antigeno y evitar saturacion (4
unidades de OD), se escogio la dilucién 1/50 de LPS y la concentracién 7.5% de colageno como

las condiciones Optimas para el IELISA (Tabla 13).
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Figura 12. Densidades oOpticas del ELISA de dos sueros positivos y uno negativo diluidos 1/50,
enfrentados a cinco concentraciones del antigeno LPS y tres concentraciones de colageno
hidrolizado. A: Antigeno 1/10, colageno hidrolizado (5%, 7.5%, 10%) y 3 sueros diluidos 1/50.
B: Antigeno 1/25, colageno hidrolizado (5%, 7.5%, 10%) y 3 sueros diluidos 1/50. C: Antigeno
1/50, colageno hidrolizado (5%, 7.5%, 10%) y 3 sueros diluidos 1/50. D: Antigeno 1/75,
colageno hidrolizado (5%, 7.5%, 10%) y 3 sueros diluidos 1/50. E: Antigeno 1/100, colageno
hidrolizado (5%, 7.5%, 10%) y 3 sueros diluidos 1/50.
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Tabla 13
Condiciones 6ptimas del ELISA indirecto para el diagnéstico de brucelosis bovina
N . . Tiempo de
Paso del ELISA Descripcion Concentracion pL/pocillo incubacion
Diluido en tampdn 3 h 50 min a 37 °C,
Antigeno LPS  Glicina 10X, pH 9.2 0.2 pg/mL 100 luego a 4 °C por toda
0.1 la noche
NaCl 0.15 M,
Lavado™ Tween 20 0.01% ) 300 )
Bloqueo con -
colageno D|IU|c|i/|o en PBS 0.02 7.5% 200 37 °C por una hora
) . ,pH 7.2
hidrolizado
NaCl 0.15 M,
Lavado Tween 20 0.01% ) 300 )
Diluido en tampon Temperatura
Suero Glicina-EDTA- 1/50 50 emp
ambiente por una hora
Tween 80
NaCl 0.15 M,
Lavado Tween 20 0.01% i 300 i
Coniuaado G- Diluido en tampon Temperatura
Jug G-HRPO; SFB 1/50000 50 ambiente por una hora
HRPO :
2%(VIV) y en oscuridad
NaCl 0.15 M
Lavado Tween 20 0.01% ] 300 ]
Tampon Fosfato Temperatura
Citrato 25 mL . .
Sustrato 0PD 1 tableta (10 - 100 ambéer:]néicpzjorzdi% min
mg) + H202 5 L
Detener la H2504 2 M : 25 .
reaccion
Lectura** 490-630 nm - - -

*Lavado en el equipo BioTek ELX50, ajustado para lavar 5 veces cada placa. **Lectura en el
equipo BioTek ELx800. G-HRPO: Proteina G conjugada a Horseradish Peroxidase. LPS:

Lipopolisacarido.
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4.5.4 Determinacion del punto de corte

El punto de corte se estableci6 mediante diluciones seriadas del control positivo en una
solucion de control negativo, tal como lo describe Ron-Roman (2003). La curva de calibracion se
conformd de seis diluciones del suero control positivo (1/270, 1/540, 1/1080, 1/2160, 1/4320,
1/8640), tampdn para diluir la curva de calibracion (BS) y tampdn para diluir los sueros (BB).
Para la interpretacion de los resultados, se utilizo la relacién entre las diluciones de la curva de
calibracion y las Unidades (Tabla 14).

Tabla 14
Relacion entre las diluciones de la curva de calibracion y las Unidades (U)

Diluciones de la curva de calibracion Unidades (U)
1/270 60
1/540 30
1/1080 15
1/2160 7.5
1/4320 3.75
1/8640 1.87

Punto de corte (Cut-off) en bovinos: >1.87 U. Fuente: Ron-Roman (2003).

Se realizé un ensay0 donde se usaron cinco sueros positivos, cinco sueros negativos, un
suero control positivo y un suero control negativo, y se emplearon las condiciones éptimas

establecidas para la técnica del IELISA.

Los valores de OD de cada muestra fueron corregidos al restar el valor de OD obtenido en
BB. En la Tabla 15 se detall6 los valores de OD de las diluciones de la curva de calibracion y de

las muestras analizadas, junto con los valores de OD corregidos, unidades y resultado.
Se comprobo que la curva de calibracion cumpla con los siguientes parametros de control:

e Dilucion (1/270) debe ser mayor a 2 unidades de OD.
e BS debe alcanzar un valor maximo de 0.3 unidades de OD.

e BB debe alcanzar un valor maximo de 0.05 unidades de OD.
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Tabla 15
Densidades Opticas, unidades y resultado de las muestras analizadas con el iELISA
Muestra/Dilucion oD OD_ Unidades  Resultado
corregido
1/270 2.452 2.4475 60 -
1/540 1.72 1.7155 30 -
1/1080 1.2655 1.261 15 -
Curva de 1/2160 0.834 0.8295 7.5 -
calibracion 1/4320 0.6765 0.672 3.75 -
1/8640 (Cut-off) 0.288 0.2835 1.87 -
BS 0.0415 0.037 - -
BB 0.0045 0 - -
)1 0.0595 0.055 0 Negativo
Suero controles ("1 0.4881 0.48360 1.87 Posit!vo
C+ belga 2.722 2.7175 60 Positivo
C- (Cl2) 0.0765 0.072 0 Negativo

BS: Tampon para diluir la curva de calibracion. BB: Tampon para diluir los sueros. OD del
punto de corte (Cut-off): 0.2835.

Al cumplir con los parametros de control, el valor de OD obtenido para el punto de corte,
es decir para la dilucion (1/8640), fue de 0.2835. Los valores de OD que fueron mayores a este
punto se consideraron positivos, mientras que si los valores estuvieron por debajo de este punto
se consideraron negativos. Las unidades en las muestras se colocaron segun al valor de OD de la

curva de calibracion al cual es superior.

La curva de calibracion se colocé en cada placa para obtener el punto de corte especifico,
ajustandolo a las variaciones que pueden existir por la preparacion de reactivos, uso de los sueros
controles para la elaboracién de la curva de calibracion y errores de manipulacion en cada

ensayo.

4.5.5 Repetibilidad y reproducibilidad del iELISA

La repetibilidad se determiné mediante un ensayo donde se utilizaron cinco alicuotas de
un suero control negativo (CIZ -1, 2, 3, 4, 5), cinco alicuotas de un suero control positivo (C+

VAmM 1, 2, 3, 4, 5), el suero control positivo (C+ belga) y el suero negativo (305 San Rafael).
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Se realizaron dos ensayos en diferentes dias, utilizando las condiciones Optimas

establecidas para el iELISA. Los resultados fueron procesados y se aplicd la formula del
coeficiente de variacion (CV = DE/X x 100), donde DE es la desviacion estandar y X es el

promedio de los datos. Se obtuvieron los porcentajes de 4.24%, 26.24%, 6.54% y 6.67%
correspondientes a las muestras CIZ (-), C+ VAm, C+ belga y 305 San Rafael, respectivamente.
En promedio se obtuvo un coeficiente de variacion de 10.92%.

Para la reproducibilidad, se procesaron 15 muestras (7 sueros positivos y 6 sueros
negativos), el suero control positivo (C+ belga) y el suero negativo (158 Galapagos). Las
muestras se analizaron en un mismo ensayo con las condiciones éptimas establecidas para el

IELISA y fue realizado por dos operarios diferentes.

El indice kappa entre operadores fue de 0.71 (p<0.05), con un coeficiente de variacion
intraclase (ICC) de 55.6%. Se presentaron dos casos discordantes donde dos sueros negativos
resultaron positivos para uno de los operadores. El coeficiente de variacion de los sueros
controles entre los dos operadores fue de 24.24% en el suero control positivo (C+ belga) y

37.95% en el suero control negativo (158 Galapagos).

4.5.6 Resultados del iELISA aplicado a bovinos en tres escenarios epidemiologicos

Se analiz6 las 166 muestras de sueros bovinos siguiendo las condiciones Optimas
establecidas para la prueba IELISA para realizar el diagnostico de brucelosis bovina.

Tabla 16
Seroprevalencia de Brucella spp., mediante la prueba ELISA indirecto en bovinos procedentes
del cantdn EI Carmen (Manabi), Isla Santa Cruz (Galapagos) y AGROCALIDAD

. Numero de Sueros Sueros )
Escenario . . . Prevalencia
animales positivos negativos
San Pedro de Suma, El 56 7 49 12.5%
Carmen
Santa Cruz, Galapagos 85 0 85 0%
AGROCALIDAD 25 5 20 20%

Total 166 12 154 7.23%
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Figura 13. Seroprevalencia de brucelosis bovina en muestras procedentes del canton El Carmen
(Manabi), la Isla Santa Cruz (Galapagos) y AGROCALIDAD

En la Tabla 16 se detalla los resultados serologicos de los tres escenarios epidemioldgicos
analizados. Se obtuvo una prevalencia total de 7.23% (12/166) para brucelosis bovina en los tres
escenarios epidemioldgicos. Para cada escenario se determind la prevalencia (Figura 13), siendo
para el canton ElI Carmen de 12.5% (7/56), para la Isla Santa Cruz de 0% (0/85) y para
AGROCALIDAD de 20% (5/25).

4.6 Resultados cELISA

4.6.1 Seleccion del anticuerpo monoclonal

Se realizd un ELISA donde se probaron los dos anticuerpos monoclonales (7F9 y 12B12)
conjugados a la peroxidasa HRP, para determinar el que presenta una mejor reaccion. De cada
anticuerpo monoclonal se realizaron diluciones diferentes en base a la dilucién recomendada en
el protocolo (Com. Pers. Ron-Roman J. 2017), para enfrentarlos a una concentracién de LPS (1

pg/mL) y a sueros problemas diluidos (1/50).
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En el primer ensayo, se sensibilizd una placa con LPS, se colocaron las diferentes

diluciones de los anticuerpos monoclonales, se afiadio el sustrato oPD y la solucion de parado.
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Figura 14. Diluciones de los anticuerpos monoclonales A: 7F9 y B: 12B12, enfrentados a una
concentracion del antigeno LPS de (1 pg/mL)

El anticuerpo monoclonal 7F9 fue el que presentd mayor reactividad frente al antigeno
LPS, presentando valores mayores a 1.5 unidades de densidad dptica a una dilucion de (1/40).
Por el contrario, el anticuerpo monoclonal 12B12 presentd valores menores a 0.04 a medida que
aumentaba la dilucion (Figura 14), por lo que se probaron nuevas diluciones, las mismas
empleadas para el anticuerpo monoclonal 7F9.

Las densidades dpticas obtenidas con las nuevas diluciones del anticuerpo monoclonal
12B12, en presencia de LPS, resultaron menores que los obtenidos con el anticuerpo monoclonal

7F9 (Figura 15), es decir, resulté menos reactivo frente al antigeno LPS, por lo que se lo descartd
para los siguientes ensayos.

En el segundo ensayo, se emplearon las mismas diluciones del anticuerpo monoclonal
7F9 (1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 1/2560, 1/5120) para enfrentarlas a dos sueros

positivos (C+ Belga, V. América) y a tres sueros negativos (305 EI Carmen, 501 Salinas, ClZ)
diluidos (1/50).
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Figura 15. Diluciones del anticuerpo monoclonal 12B12 enfrentados a una concentracion del
antigeno LPS (1 pg/mL)

Se observaron densidades Opticas menores de las que se obtuvo con las mismas diluciones
del anticuerpo monoclonal 7F9 sin la presencia de sueros, manteniéndose en un rango de 0.4 a
0.8 unidades de OD (Figura 16). A pesar de ello, no se observd una gran diferencia entre los
sueros positivos y los sueros negativos, por lo que se probaron afiadir el conjugado HRP IgG anti

raton de un kit comercial para mejorar el diagnostico.

4.6.2 Determinacion de la dilucién optima del anticuerpo monoclonal frente a diferentes

diluciones del conjugado HRP IgG anti-raton

Se disefid un ensayo en donde se evaluaron los diferentes anticuerpos monoclonales: 7F9
y 12B12. Se prepararon varias diluciones para cada anticuerpo monoclonal, las que se
enfrentaron a tres diluciones del conjugado HRP IgG anti-raton de un kit de cELISA comercial

(puro, 1/2, 1/4) por duplicado. En este ensayo no se emplearon sueros controles.
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Figura 16. Diluciones del anticuerpo monoclonal 7F9, enfrentados a dos sueros positivos y tres
sueros negativos diluidos (1/50)

La placa fue sensibilizada con LPS a una concentracion final de 1 pg/mL, luego se
colocaron las diferentes diluciones de los anticuerpos monoclonales (1/40, 1/80, 1/160, 1/320,
1/640, 1/1280, 1/2560, 1/5120), el conjugado HRP IgG anti-ratén (puro, 1/2, 1/4) y el sustrato
oPD.

En la Figura 17 se representa las diferentes densidades Opticas entre las diluciones de
cada anticuerpo monoclonal y el conjugado HRP IgG anti-raton. Se observé que los valores de
OD estaban fuertemente afectados por la dilucion del anticuerpo monoclonal y la dilucion del
conjugado, disminuyendo su valor conforme mayor es la dilucion de cualquiera de los dos
anticuerpos monoclonales y del conjugado, siendo el tratamiento con anticuerpo monoclonal 7F9

y conjugado HRP IgG anti-raton puro el que presentd los valores de OD mas altos.

Al comparar los valores de OD que presentaron las diferentes diluciones de los dos
anticuerpos monoclonales, el anticuerpo monoclonal 7F9 fue el que presentdé una mayor
reactividad con cualquiera de las tres diluciones del conjugado, por lo que se escogio al

anticuerpo monoclonal 7F9 para los siguientes ensayos.
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Figura 17. Densidades dpticas (OD) de ocho diluciones de cada anticuerpo monoclonal: 7F9 Y
12B12 (1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 1/2580, 1/5120) frente a tres diluciones de
conjugado HRP anti-ratén (puro, 1/2, 1/4). HRP: Horseradish peroxidase.

4.6.3 Determinacion de la dilucion éptima del anticuerpo monoclonal y del conjugado

HRP 1gG anti-raton frente a sueros controles

Se elabor6 un ensayo donde se evaluo varias diluciones de cada anticuerpo monoclonal
junto con tres diluciones del conjugado HRP IgG anti-raton (puro, 1/2, 1/4), enfrentados a un

suero control positivo y un suero control negativo diluidos (1/50).

La Figura 18 se representa las diferencias de densidades oOpticas entre el suero control
positivo y el suero control negativo de cada tratamiento evaluado. Al comparar entre los
resultados obtenidos con el anticuerpo monoclonal 7F9 y 12B12, se observd que el anticuerpo
monoclonal 12B12 fue el que presentd los valores mas bajos de densidad dptica en cualquiera de

las tres diluciones del conjugado analizadas, por lo que se lo descart6 para los proximos ensayos.

En la Figura 18 A, C y E, se observo que tanto el suero control positivo y el suero control
negativo presentaron una disminucién en el valor de densidad Optica conforme se aumenta la
dilucion del anticuerpo monoclonal 7F9 y la dilucién del conjugado HRP. Las mayores

diferencias entre los controles se observaron con las diluciones (1/40), (1/80), (1/160) y (1/320)
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del anticuerpo monoclonal 7F9, en las tres diluciones del conjugado HRP. A partir de la dilucion

(1/640), los valores no permitieron diferenciar entre los sueros control positivo y negativo.

Debido a que no se present6 una diferencia significativa entre las cuatros diluciones del
anticuerpo monoclonal junto con las tres diluciones del conjugado HRP, y con el objetivo de
optimizar la cantidad de reactivos, se escogi6 a la dilucion (1/320) del anticuerpo monoclonal
junto con la dilucién (1/2) del conjugado HRP como las condiciones éptimas del cELISA (Tabla
17).

4.6.4 Seleccion de sueros controles y establecimiento del punto de corte

Previo a la determinacion del punto de corte del ELISA competitivo, se realizd una
seleccion de sueros mediante tres pruebas diferentes para clasificarlos y usarlos como controles

positivos o negativos.

Se emplearon 62 sueros bovinos procedentes de diferentes lugares: EI Carmen (Manabi),
Santo Domingo (Santo Domingo de los Tsachilas), Salinas de Guaranda (Bolivar), ClZ,
AGROCALIDAD y Bélgica. Estas muestras se seleccionaron segun los resultados obtenidos en
la prueba Rosa de Bengala (RB), y se aplicaron las pruebas Seroaglutinacion lenta en tubo en
presencia de EDTA (SAT-EDTA) y el ELISA indirecto optimizado.

Los resultados que se obtuvieron estan detallados en la Tabla 18. De los 62 sueros, 12
muestras resultaron positivo para las tres pruebas, una muestra resultd positiva para iELISA y
SAT-EDTA, una muestra fue positiva para SAT-EDTA y RB, 3 muestras positivas solo para
SAT-EDTA, 6 muestras positivas para iELISA y RB, 2 muestras positivas s6lo para iIELISA, una

muestra positiva solo para RB, y 36 muestras resultaron negativas para las tres pruebas.
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Figura 18. Grafica de las densidades dpticas del ELISA enfrentando un suero control negativo y
un suero control positivo con ocho diluciones seriadas de los anticuerpos monoclonales (7F9,
12B12) y tres diluciones de conjugado. Conjugado HRP Puro con A: Anticuerpo monoclonal 7F9
y B: Anticuerpo monoclonal 12B12. Conjugado HRP 1/2 con C: Anticuerpo monoclonal 7F9 y
D: Anticuerpo monoclonal 12B12. Conjugado HRP 1/4 con E: Anticuerpo monoclonal 7F9 y F:
Anticuerpo monoclonal 12B12.
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Tabla 17
Condiciones 6ptimas del ELISA competitivo para el diagndstico de brucelosis bovina
Paso del o ., : Tiempo de
ELISA Descripcion Concentracion pL/pocillo incubacion
Diluido en tampén ﬁjeh %3;74 S:C
Antigeno LPS Glicina 10X, pH 9.2 1 pg/mL 100 g |
101 por toda la
- noche
NaCl 0.15 M, Tween 20
* 1 - -
Lavado 0.01% 300
Agitacién por
Suero 1/50 25 15 min, luego
Diluido en tampén incubar a
Anticuerpo Glicina-EDTA-Tween temperatura
monoclonal 80 1/320 25 ambiente por
7F9 45 min en
oscuridad
NaCl 0.15 M, Tween 20
Lavado 0.01% - 300 -
. Temperatura
Conjugado - .
. Diluido en agua ambiente por
HRP Ig(} anti- destilada 172 50 una horayen
raton .
oscuridad
NaCl 0.15 M
Lavado Tween 20 0.01% - 300 -
Tampon Fosfato Citrato Temperatura
25 mL ambiente por
Sustrato oPD 1 tableta (10 mg) + i 100 20 min en
H202 5 pL oscuridad
Detener la H>504 2 M : 25 :
reaccion
Lectura** 490-630 nm - - -

*Lavado en el equipo BioTek ELX50, ajustado para lavar 5 veces cada placa. **Lectura en el
equipo BioTek ELx800. HRP: Horseradish Peroxidase. 1gG: Inmunoglobulina G. LPS:

Lipopolisacarido.

Para el establecimiento del punto de corte, se usaron 12 sueros positivos y 36 sueros

negativos, confirmados mediante las tres pruebas diagnésticas: RB, SAT-EDTA y ELISA



60

indirecto. Las muestras fueron analizadas con las condiciones dptimas establecidas para el ELISA
competitivo.

Tabla 18

Comparacion de los resultados de las muestras analizadas por tres pruebas diagnoésticas
diferentes: Rosa de Bengala, Seroaglutinacion lenta en tubo en presencia de EDTA, y ELISA
indirecto

SAT-EDTA

ELISA indirecto RB — - Total
Positivo Negativo
Positivo Positi_vo 12 6 18
Negativo 1 2 3
Negativo Positi_vo 1 1 2
Negativo 3 36 39
Total 17 45 62

RB: Rosa de Bengala. SAT-EDTA: Seroaglutinacion lenta en tubo en presencia de EDTA.

Las densidades épticas se procesaron para obtener el porcentaje de inhibicion de cada
muestra, mediante la siguiente formula, donde OD es el valor de densidad Optica de la

muestra/blanco, y %Inh es el porcentaje de inhibicion:

OD Muestra

%Inh = 100 — |———— x 100
e OD Blanco

El punto de corte se establecid mediante porcentajes de inhibicion, que fueron analizados
con el paquete de cddigo abierto para R: pROC, resultando un punto de corte del 26.88% de

inhibicion, con una sensibilidad y especificidad diagnostica del 83.33% (Figura 19).

Debido a que el punto de corte referencial puede verse alterado por la preparacion de
reactivos o errores en la manipulacion, por lo que se colocaron 8 sueros (4 sueros negativos y 4
sueros positivos) del grupo de control en cada placa para obtener el punto de corte especifico por

ensayo.

Todos los porcentajes de inhibicion que fueron mayores al punto de corte se consideraron
como resultado positivo para brucelosis. En caso contrario, los sueros resultaron negativos para la

prueba.
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Figura 19. Establecimiento del punto de corte mediante curvas ROC, usando el paquete de
codigo abierto pROC para R.

4.6.5 Repetibilidad y reproducibilidad del cELISA

La repetibilidad del cELISA se evalu6 mediante siete alicuotas de un suero control
negativo (501 Salinas) y cinco alicuotas de un suero control positivo (221 Salinas), los que fueron
analizados por duplicado en el mismo ensayo. Se utilizé las condiciones Optimas establecidas
para el CELISA.

Empleando la formula del coeficiente de variacion (CV = DE/X % 100), donde DE es la

desviacion estandar y X es el promedio de los datos, se obtuvieron los porcentajes de variacion de
las muestras: 13.09% para el suero positivo (221 Salinas) y 8.26% para el suero negativo (501

Salinas). En promedio se obtuvo un coeficiente de variacion para el cELISA de 10.67%.

La reproducibilidad del cELISA se evalué mediante el procesamiento de 22 muestras (7
sueros positivos y 15 sueros negativos), analizadas en un mismo ensayo con las condiciones

Optimas establecidas, siendo realizado por dos operadores diferentes.
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El indice kappa entre operadores fue de 0.727 (p<0.05), y se obtuvo un coeficiente de
correlacion intraclase (ICC) de 83.62%. Se presentd tres casos discordantes donde un suero

positivo resulté negativo y dos sueros negativos resultaron positivos para uno de los operadores.

4.6.6 Resultados del cELISA aplicado a bovinos en tres escenarios epidemioldgicos

Las 166 muestras de sueros bovinos fueron analizadas mediante las condiciones dptimas

del cELISA para diagnosticar animales positivos o negativos para Brucella spp.
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Figura 20. Seroprevalencia de brucelosis bovina en muestras procedentes del canton EI Carmen
(Manabi), la Isla Santa Cruz (Galapagos) y AGROCALIDAD, con la técnica del ELISA
competitivo

En la Tabla 19 se resume los resultados obtenidos de las 166 muestras procesadas. En el
canton EI Carmen se obtuvo un 42.86% (24/56) de muestras positivas para Brucella spp.,

mientras que en la Isla Santa Cruz se obtuvo el 1.18% (1/84), y en las muestras de
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AGROCALIDAD se observo un 16% (4/25) de animales positivos (Figura 20). En total se

obtuvo una prevalencia del 17.47% (29/166) de animales positivos.

Tabla 19
Seroprevalencia de Brucella spp., mediante la prueba ELISA competitivo en bovinos procedentes
del cantén EI Carmen (Manabi), Isla Santa Cruz (Galapagos) y AGROCALIDAD

NUmero de Sueros Sueros

Escenario . . . Prevalencia
animales positivos negativos
San Pedro de Suma, El 56 24 39 42 86%
Carmen
Santa Cruz, Galapagos 85 1 84 1.18%
AGROCALIDAD 25 4 21 16%
Total 166 29 137 17.47%

%: Porcentaje.

4.7 Comparacion entre los resultados de iELISA y cELISA para el diagndéstico de brucelosis

bovina

Se compararon los resultados obtenidos por la prueba del iELISA con los obtenidos por la
prueba del cELISA, observandose que de las 166 muestras analizadas, 4.82% (8/166) sueros
bovinos resultaron positivo para las dos pruebas, 2.41% (4/166) resultaron positivos sélo para el
IELISA, 12.65% (21/166) resultaron positivos solo para el cELISA, y 80.12% (133/166)
resultaron negativos para las dos pruebas (Tabla 20).

Tabla 20

Comparacion de los resultados obtenidos por las pruebas ELISA indirecto y ELISA competitivo,
aplicadas a las muestras de tres escenarios epidemiologicos para el diagnostico de brucelosis
bovina

ELISA indirecto

ELISA competitivo oStV Negativo Total
Positivo 8 (4.82%) 21 (12.65%) 29
Negativo 4 (2.41%) 133 (80.12%) 137

Total 12 154 166

ELISA: Ensayo inmunoenzimatico. %: Porcentaje.
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De estos resultados, se analizé la concordancia de los datos obtenidos en cada prueba,
dando un porcentaje de correlacion del 84.94% (Kappa = 0.3208, p<0.05).

4.8 Comparacion entre los resultados de RB, SAT-EDTA, iELISA y cELISA para el
diagndstico de brucelosis bovina

Se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos por las pruebas RB, SAT-EDTA,
IELISA con los obtenidos por la prueba del cELISA.

Tabla 21

Comparacion de los resultados obtenidos por las pruebas Rosa de Bengala, Seroaglutinacion
lenta en tubo en presencia de EDTA, ELISA indirecto y ELISA competitivo, aplicadas a las
muestras de tres escenarios epidemiologicos para el diagnostico de brucelosis bovina

ELISA Competitivo

Positivo Negativo
RB SAT-EDTA - Total
ELISA Indirecto
Positivo Negativo Positivo Negativo
o Positivo 7 (4.22%) 1 (0.60%) 1 (0.60%) 0 9
Positivo -
Negativo 0 0 0 0 0
] Positivo 0 0 0 4 (2.41%) 4
Negativo -
Negativo 1 (0.60%) 20 (12.05%) 3(1.81%) 129 (77.71%) 153
Total 8 21 4 133 166

RB: Rosa de Bengala. ELISA: Ensayo inmunoenzimatico. SAT-EDTA: Seroaglutinacion lenta

en tubo en presencia de EDTA. %: Porcentaje.

Se observo que de las 166 muestras analizadas, 4.22% (7/166) sueros bovinos resultaron
positivo para las cuatro pruebas, 0.60% (1/166) resultaron positivos para el IELISA y cELISA,
0.60% (1/166) resultaron positivos para RB, SAT-EDTA y cELISA, 12.05% (20/166) resultaron
positivos sélo para cELISA, 0.60% (1/166) fueron positivas para RB, SAT-EDTA vy iELISA,
1.81% (3/166) resultaron positivo sélo para IELISA, 2.41% (4/166) fueron positivo para SAT-
EDTA, y 77.71% (129/166) fueron negativo para las cuatro pruebas (Tabla 21). En la Tabla 22 se
explica en general los resultados de las pruebas diagnosticas con la situacion posible en la que se

encuentran las muestras.
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Tabla 22
Resultados de las pruebas diagndsticas para brucelosis en muestras de tres escenarios
epidemioldgicos diferentes

RB SAT-EDTA iIELISA cELISA Total Posible Situacion
- - - - 129 Sanos
+ - - - 0 Posible reaccion cruzada
- - - 4 Fase Aguda
- - + - 3 FP/Problema cut-off
- - - + 20 Problema mAb
+ + - - 0 Posible reaccion cruzada
+ + + - 1 Posible vacuna
+ + - + 1 Problema cut-off
- - + + 1 Fase Crébnica
+ + + + 7 Infeccion

Total 166

RB: Rosa de Bengala. SAT-EDTA: Seroaglutinacion lenta en tubo en presencia de EDTA.
ELISA: Ensayo inmunoenzimatico. FP: Falso positivo. Cut-off: punto de corte. mAb:

Anticuerpo monoclonal.
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CAPITULO 5 - DISCUSION

5.1 Prueba Rosa de Bengala (RB) y prueba de seroaglutinacion lenta en tubo en presencia
de EDTA (SAT-EDTA)

Las técnicas de diagndstico Rosa de Bengala (RB) y seroaglutinacion lenta en tubo (SAT)
son pruebas de aglutinacion que se basan en la identificacion de anticuerpos anti-Brucella, y que
se caracterizan por ser sensibles y poco especificos en el diagnéstico de la enfermedad (Nielsen,
2002). Las limitaciones que presentan las pruebas de aglutinacion son la presencia del efecto
prozona o los falsos positivos debido a reacciones cruzadas con otros microrganismos, como es el
caso de Yersenia enterocolitica O:9 que se ha comprobado que es capaz de generar una respuesta
positiva en estos dos tipos de pruebas (Gerbier et al., 1997; Godfroid et al., 2002; Weynants et al.,
1996).

A pesar de los problemas en el diagnostico, tanto RB como SAT-EDTA son empleadas
como pruebas de tamiz (“screening test”) debido a sus bajos costos de operacion y a la facilidad
en la aplicacion de las mismas (Ortiz, Alfonso, & Silva, 2008). En el caso de la prueba SAT, la
OIE (2016a) no la recomienda para el diagnostico de la brucelosis bovina debido a su baja
especificidad, a pesar de haber demostrado su capacidad para el diagndstico de las fases
tempranas de la enfermedad (Baum et al., 1995; O’Grady et al., 2014).

Al aplicar las dos pruebas a las muestras de tres escenarios, se presentaron resultados
similares en el diagndstico de animales positivos y negativos. En los animales procedentes de la
Isla Santa Cruz, provincia de Galapagos, ninguna de las dos pruebas logré identificar anticuerpos
contra Brucella spp., datos que corroboran los resultados reportados por la Agencia de
Regulacion y Control de la Bioseguridad y Cuarentena para Galapagos (ABG) en marzo del 2016
donde en la ganaderia de Galadpagos no se encontrd brucelosis bovina (ABG, 2016). Estos
resultados reafirman a Galapagos como zona indemne en la clasificacion realizada por
AGROCALIDAD (2009) de las regiones epidemiologicas de brucelosis bovina en Ecuador
(Figura 8).
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Segun la escala de valoracion del indice de concordancia (indice Kappa) establecido por
Landis y Koch (1977), se obtuvieron diferentes grados de acuerdo entre los resultados arrojados
por las dos pruebas. En el caso de las muestras del cantén EI Carmen, se logr6 una concordancia
casi perfecta (Kappa=0.8792, p<0.05) debido a que de los 56 suero bovinos analizados,
solamente un suero resultd positivo para la prueba SAT-EDTA y negativa para la prueba RB.
Para las muestras de AGROCALIDAD, el grado de acuerdo alcanzado fue sustancial
(Kappa=0.694, p<0.05), debido a que de los 25 sueros bovinos analizados, tres sueros que
resultaron negativos para la prueba RB, arrojaron resultados positivos para la prueba SAT-
EDTA.

La prueba RB y SAT-EDTA se diferencian principalmente en la etapa de la infeccion que
detectan, es decir, el tipo de inmunoglobulinas presente en un determinado tiempo. Esto da paso a
los desacuerdos en el diagndstico, tal como se encontro en las muestras analizadas del canton El
Carmen y de AGROCALIDAD. La prueba RB utiliza como antigeno una suspension celular en
tampén a pH acido (pH 3.65) que evita interacciones inespecificas y la aglutinacion por
anticuerpos IgM, favoreciendo la reaccion con los anticuerpos del tipo IgG1 (Allan et al., 1976;
M. J. Corbel, 1972). En el caso de la prueba SAT-EDTA, las células se encuentras suspendidas
en un tampén a pH neutro lo que favorece la identificacion de anticuerpos del tipo IgM, 1gG1l e
IgG2, aunque se ha comprobado que las inmunoglobulinas IgM son las que mas reaccionan a un
pH neutro (M. J. Corbel, 1972; K. Nielsen et al., 1984).

En las primeras etapas de la infeccién por Brucella spp. se genera una respuesta inmune
humoral caracterizada por la secrecién de anticuerpos del tipo IgM e IgG. Después de la
exposicion a la bacteria, la secrecion de anticuerpos IgM ocurre de manera rapida (alrededor de
dos a tres semanas después de la exposicion) y desparece después de algunos meses. Cuando los
anticuerpos IgM alcanzan los titulos maximos, empieza la secrecion de IgG (tres a cuatro

semanas después de la exposicién), perdurando por largo tiempo (Godfroid et al., 2010).

Debido a la cinética que presentan los anticuerpos durante la infeccion, asi como de los
tipos de inmunoglobulinas que son capaces de detectar tanto la prueba RB como SAT-EDTA, es
posible aproximar la etapa de infeccion en la que se encuentran los animales enfermos. En el caso

de las muestras del canton EI Carmen y de AGROCALIDAD, las muestras que presentan un
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resultados positivo solo para la prueba SAT-EDTA determina que los animales se encuentran en
un estado temprano de la infeccidn debido a que s6lo se detecta la presencia de anticuerpos IgM
(Baum et al., 1995; O’Grady et al., 2014), también siendo posible que los animales estuvieran
vacunados, en donde los anticuerpos IgM son detectables por SAT hasta 12 meses después de la
aplicacion de la vacuna (Allan et al., 1976). Puesto que no se contd con los datos de vacunacién
de los animales, no se pudo corroborar una infeccion temprana, lo que evidencia la importancia
de realizar una vigilancia epidemioldgica del ganado y evitar pérdidas por descarte innecesario de

animales.

5.2 Diagnostico de brucelosis bovina por ELISA indirecto y seleccion de controles positivos

y negativos

El protocolo de la prueba iELISA realizado por Ron-Roman (2003) fue modificado para
ajustar la concentracion del antigeno LPS (0.2 pg/mL) y la dilucién del conjugado G-HRPO
(1/50000), ademas de afadir el paso de bloqueo con colageno hidrolizado al 7.5%. Utilizando el
punto de corte de 0.2835, establecido bajo las condiciones antes mencionadas, se discrimino entre
muestras positivas y negativas, encontrandose una seroprevalencia del 12.5% (7/56) en las
muestras procedentes del canton ElI Carmen, 0% (0/85) en las muestras de la Isla Santa Cruz
(Galapagos), y 20% (5/25) en las muestras de AGROCALIDAD.

La prevalencia de brucelosis bovina en el canton ElI Carmen, provincia de Manabi, ha sido
reportado en bajos porcentajes, como se observa en el estudio realizado por (Zambrano Aguayo
& Pérez Ruano, 2015), donde obtuvo una prevalencia del 2.25% (13/578) por cELISA en hatos y
mataderos del canton El Carmen. En otro estudio realizado en el cantén EI Carmen, se obtuvo
una prevalencia de 5.62% (26/452) mediante la técnica iELISA (Angulo-Cruz et al., 2005). En el
caso de las Islas Galapagos, no existen muchos reportes sobre prevalencia de brucelosis, pero en
el 2016, la Agencia de Regulacion y Control de la Bioseguridad y Cuarentena para Galapagos

(ABG) reportd la ausencia de Brucella spp. en el ganado bovino (ABG, 2016).

Segun OIE (2009), la seleccion de sueros controles debe realizarse mediante una
caracterizacion exhaustiva de las muestras. En el caso de la brucelosis bovina, las técnicas

microbioldgicas y las técnicas moleculares permiten un mejor diagndstico de la brucelosis en un
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animal, siendo consideradas como pruebas estandar (World Health Organization, 2006). En el
caso de este estudio, no se pudo realizar ninguna de esas dos técnicas debido a la falta de
muestras, asi como de la ausencia de bioseguridad necesaria, especialmente para realizar el
cultivo de la bacteria. Es por ello que se realizaron dos pruebas que presentan diferentes
sensibilidad (Se) y especificidad (Sp) reportadas para la deteccion de Brucella spp. (Jacques
Godfroid et al., 2010): RB (Se=90-91.8%, Sp=97.8%) y SAT-EDTA (Se=81.5%, Sp=98.9%).L0s
resultados fueron comparados con los obtenidos en el iIELISA (Tabla 18), y se escogieron 48
sueros (12 positivos y 36 negativos), como sueros control para el establecimiento del punto de

corte.

5.3 Optimizacion de la prueba ELISA competitivo

El presente estudio tuvo como objetivo el optimizar la técnica del ELISA competitivo, lo
que permitio determinar las condiciones optimas del antigeno LPS (1ug/mL), suero (1/50),

anticuerpo monoclonal (1/320) y conjugado HRP IgG anti-raton (1/2).

Se probaron dos tipos de anticuerpos monoclonales (7F9 y 12B12) conjugados a la
peroxidasa del rdbano (Horseradish peroxidase - HRP), determinando el que reaccionaba mejor
en presencia tanto del antigeno como con sueros control. El anticuerpo monoclonal 12B12 fue
descartado para su uso en la optimizacion del cELISA debido a su baja reactividad a diferentes
diluciones, necesitando una mayor concentracion del anticuerpo monoclonal para poder competir

con los anticuerpos presentes en los sueros problemas (Crowther, 2001).

Al evaluar diferentes diluciones del anticuerpo monoclonal 7F9 conjugado a la peroxidasa
HRP frente a una solo concentracion del antigeno LPS (Figura 14), se observé que la dilucién
(1/320) es un punto de inflexion de la curva, a partir del cual los valores de densidad dptica son
cercanos a cero. La dilucion (1/40) arrojo valores de densidad &ptica de alrededor 1.6,
encontrandose dentro del rango maximo de 1.5-1.7 unidades de OD, que segun Crowther (2001)
es necesario para obtener resultados controlables durante el ensayo y evitar datos imprecisos
debidos a errores en la medicion. La dilucién (1/80) se encuentra dentro del rango 0.5-1.5
unidades de OD, en donde se considera que el conjugado no se encuentra en exceso dentro del

ensayo (Crowther, 2001), mientras que las diluciones (1/160) y (1/320) no alcanzan ese rango.
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La dilucion optima del conjugado debe permitir una diferenciacion significativa entre los
controles positivos y los controles negativos, ademas de producir la menor cantidad de reacciones
inespecificas (Cultek, 2006; Eleizalde, Caballero, & Reyna-Bello, 2007; Valmaseda et al., 2004)
para un diagnostico adecuado de la poblacion sana y enferma. En el caso del cELISA, el
anticuerpo monoclonal 7F9 se encuentra conjugado a la peroxidasa, por lo que para determinar la
dilucién dptima, se enfrentaron varias diluciones del mismo con dos sueros positivos y tres sueros
negativos (Figura 16). El punto de inflexion se observo en la dilucion (1/320), mismo resultado
que se obtuvo cuando se enfrentd el anticuerpo monoclonal con el antigeno LPS, pero en este
caso, los valores de densidad Optica arrojados para cada dilucion fueron menores a 1 unidad de
OD vy no se obtuvo diferencias significativas entre las muestras positivas y negativas, impidiendo

un diagndstico adecuado.

Segun Crowther (2001), existen tres razones principales por las que se presentan valores
bajos en el ELISA. La primera se debe a una cantidad baja de antigeno disponible para la
interaccidn con los anticuerpos. La concentracion del antigeno LPS recomendada en el protocolo
desarrollado por Nemery Quentin (Com. Pers. Ron-Roman J. 2017), se mantuvo fija para su uso
durante la optimizacion de la técnica debido a que estd dentro del rango de 0.25-2 pg/mL,
recomendado por SENASA y la OIE (2009), para evitar un exceso del antigeno que arrojen

valores imprecisos por los equipos de medicion.

La segunda razon corresponde a la baja concentracion en la que se encuentra el anticuerpo
especifico para el antigeno o su baja afinidad por el antigeno. La dilucion de los sueros a estudiar
fue establecida en (1/50) como la dilucién 6ptima, la misma recomendada en otros protocolos de
CELISA (Gall et al., 1998; Gall & Nielsen, 1994; K. H. Nielsen et al., 1996), por lo que se centro
en el anticuerpo monoclonal. La afinidad del anticuerpo monoclonal por el antigeno quedd
demostrada cuando se enfrentd con el LPS, siendo las diluciones (1/40) y (1/80) las Unicas que

alcanzaron los parametros recomendados.

Al descartar las dos primeras, se considerd la tercera razén: la actividad del conjugado es
baja. Para determinar dicha actividad, se evalu6 el anticuerpo monoclonal puro frente a un
determinado volumen de la solucion de sustrato, comparandolo con otro tipo de conjugado

(Proteina G-HRPQ). Al observar la rapidez en el cambio de color, asi como la intensidad del
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mismo, el anticuerpo monoclonal 7F9 resulté en un color débil en comparacion con el color
fuerte obtenido con la proteina G-HRPO, por lo que se determind que la actividad de la
peroxidasa conjugada al anticuerpo monoclonal es baja, posiblemente debido a problemas en el

almacenamiento del mismo.

Es importante tener en cuenta que la peroxidasa conjugada al anticuerpo monoclonal debe
ser estable para evitar las variaciones entre ensayos (Henning & Nielsen, 1987). La adicién de
aditivos como el glicerol ha demostrado aumentar la estabilidad de los anticuerpos monoclonales
conjugados, especialmente cuando se mantienen congelados por bastante tiempo, ademéas se ha
comprobado que tanto la trehalosa, lactoalbimina y sacarosa conservan mejor la actividad de la
peroxidasa, ya sea en estado liofilizado o reconstituido el anticuerpo monoclonal (K. Nielsen,
1995). También se debe considerar que el congelar y descongelar muchas veces contribuye a la
pérdida de actividad de la enzima.

Para mejorar la diferencia entre las muestras positivas y negativas, se afiadio un
conjugado HRP IgG anti-ratén listo para usar de un kit comercial de ELISA competitivo. Se
evaluaron tres diluciones del conjugado comercial enfrentado tanto al antigeno LPS (Figura 17)
como a sueros control (Figura 18). En el primer caso se observaron valores de densidad Gptica
menores a los obtenidos cuando no se utilizé conjugado, siendo un ejemplo la dilucion (1/40) del
anticuerpo monoclonal 7F9 donde se obtuvo un valor alrededor de 0.45 unidades de OD con el
conjugado HRP puro, en comparacion con el valor alrededor de 1.6 unidades de OD obtenidos
anteriormente (Figura 14). Esto sugiere que al afiadir el conjugado HRP IgG anti-raton,
disminuyo la actividad de la peroxidasa conjugada al anticuerpo monoclonal, que segun Gall y
Nielsen (1994) puede deberse a una relacion alta entre el anticuerpo monoclonal y la enzima,

produciendo una degradacion enzimatica lenta y una inhibicion negativa considerable.

En cambio, cuando se probaron el antigeno LPS y sueros control con el conjugado HRP,
se observo un aumento en los valores de densidad dptica en el suero control negativo con las tres
diluciones del conjugado, mientras que en el suero control positivo se observo una disminucion
en los valores de OD obtenidos con las tres diluciones del conjugado, siendo las diluciones (1/40)
y (1/80) las Unicas en alcanzar el rango de 1.5-0.5 unidades de OD, en donde el conjugado se

considera 6ptimo (Crowther, 2001). El anticuerpo monoclonal 12B12 demostré que posee menor
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afinidad que el anticuerpo monoclonal 7F9, incluso afadiendo el conjugado HRP, por lo que

nuevamente se lo descartd para el uso en el cELISA.

Se observo que las diluciones (1/40), (1/80), (1/160) y (1/320) permiten diferenciar entre
el suero control positivo y negativo, mientras que las cuatro diluciones restantes poseen valores
tan bajos de densidad Optima que impiden una diferenciacion adecuada entre los dos sueros. Al
final, en funcién de optimizar tanto el anticuerpo monoclonal como el conjugado HRP, se
selecciond la dilucién (1/320) del anticuerpo monoclonal 7F9 con la dilucién (1/2) del conjugado
HRP como las condiciones 6ptimas del cELISA, donde se observan la misma diferencia entre los

sueros controles positivo y negativo que las otras diluciones.

Con las condiciones Optimas establecidas, se emplearon 12 sueros positivos y 36 sueros
negativos, confirmados con las pruebas RB, SAT-EDTA y iELISA, para el establecimiento del
punto de corte. El porcentaje de inhibicién obtenido fue de 26.88% y se lo determiné mediante
las curvas ROC, tal como lo describen Greiner et al. (1995), K.H. Nielsen et al. (1996), Crowther
(2001), K. Nielsen et al. (2008), OIE (2009) y Cerda y Cifuentes (2012). Con este porcentaje de
inhibicion cubre los resultados positivos y negativos de los 48 sueros analizados. A parte, los 8
sueros control (4 positivos y 4 negativos) colocados en cada ensayo para ajustar el punto de corte,
presentaron valores no tan cercanos al valor referencial establecido, debiéndose probablemente a
la variacion en los reactivos, temperaturas de incubacion, temperatura de los reactivos y

protocolo de lectura de resultados, tal como lo menciona Crowther (2001).

Ademas, como parte de la validacion del cELISA, se hizo el estudio de la repetibilidad y
reproducibilidad de la técnica, segun lo recomendado por la OIE (2009). Para evaluar la
repetibilidad de la prueba se determiné el coeficiente de variacién (CV), obteniéndose una CV
promedio de 10.67% que esta dentro del rango aceptable (<15%) de variacion entre placas de
ELISA (Crowther, 2001). En el caso de la reproducibilidad, se determind el coeficiente de
correlacién intra-clase (ICC) al analizar 22 muestras en un mismo ensayo Yy laboratorio por dos
operadores diferentes. EI ICC que se obtuvo fue de 0.8362, el cual indica un error bajo en la
medicion de OD entre operadores (OIE, 2014). Ademas se determind un indice de concordancia
entre operadores sustancial (Kappa=0.727, p<0.05), presentandose s6lo tres casos discordantes

entre los dos operadores (Landis & Koch, 1977).
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5.4 Diagndstico de brucelosis bovina por ELISA competitivo y comparacion con las otras

técnicas

Se empled el porcentaje de inhibicion establecido como punto de corte para el analisis de
166 muestras procedentes de diferentes escenarios epidemioldgicos para el diagndstico de
animales infectados con Brucella spp. La seroprevalencia encontrada en el canton EI Carmen fue
42.86% (24/56), de 1.18% (1/85) en la Isla Santa Cruz (Galdpagos), y de 16% (4/25) en las
muestras procedentes de AGROCALIDAD (Figura 20).

Al comparar los resultados del cELISA con la prueba iELISA, se evidencié una diferencia
en la prevalencia de animales infectados (Tabla 20), la cual fue de 7.23% (12/166) con la prueba
IELISA, mientras que por la prueba cELISA se obtuvo un prevalencia total de 17.47% (29/166).
Ademas, se observo que 4.82% (8/166) resultaron positivo tanto para iELISA y cELISA, 2.41%
(4/166) resultaron positivo solo para IELISA, 12.65% (21/166) resultaron positivo solo para
CELISA, y 80.12% (133/166) resultaron negativo para las dos prueba. La concordancia entre las
dos pruebas fue discreta, con un 84,94% de correlacion entre los resultados (Kappa=0.3208,
p<0.05). Estos resultados difieren de los obtenidos por Gall et al. (1998), donde al comparar los
resultados del iIELISA-ADRI y cELISA-sLPS aplicadas a muestras procedentes de Costa Rica,
Colombia, Chile y Argentina, se obtuvieron niveles de concordancias buenos, con indices Kappa
de 0.825, 0.939, 0.978, y 0.855, respectivamente.

Estas diferencias se puede atribuir principalmente al tipo de anticuerpo que identifica cada
prueba, que a pesar de que las dos pruebas logran identificar anticuerpos del tipo 1gG, la prueba
IELISA no discrimina entre los anticuerpos 1gG vacunales y los anticuerpos 1gG debidos a una
infeccidn natural, siendo este el caso del cELISA. Dicho de otro modo, la prueba IELISA es
menos especifica y mas sensible que la prueba cELISA (Jacques Godfroid et al., 2010), por lo
que el tipo de diagndstico serad diferente entre las dos pruebas en el caso de que las muestras

provengan de animales vacunados.

Por tanto, se compararon los resultados de las cuatro pruebas de diagndstico, con el fin de
discriminar de mejor manera las muestras positivas y negativas, asi como de aumentar la

sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnosticas empleadas (Brenner, 1996). Los
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resultados de las cuatro pruebas diagndsticas permitio clasificar 129/166 muestras negativas para
todas las pruebas, 4/166 muestras positivas para SAT-EDTA, 3/166 muestras positivas para
IELISA, 20/166 muestras positivas para CELISA, 1/166 muestras positivas para RB, iIELISA y
SAT-EDTA, 1/166 muestras positivas para RB, SAT-EDTA y cELISA, 1/166 muestras positivas
para iIELISA y cELISA, y 7/166 muestras positivas para todas las pruebas (Tabla 22).

De las muestras que resultaron positivas a todas las pruebas diagndsticas empleadas, se
determind que las muestras posiblemente provienen de animales que se encuentran en una fase
aguda de la enfermedad debido a la deteccién tanto de anticuerpos IgM (SAT-EDTA) como de
anticuerpos 1gG (RB, iELISA, cELISA), ademas de confirmarse de que la presencia de
anticuerpos se debe a una infeccion natural (CELISA positivo). En el caso de las muestras que
resultaron negativas para todas las pruebas, los animales fueron catalogados como sanos debido a

la ausencia de anticuerpos (IgG, 1gM) contra Brucella spp. (Jacques Godfroid et al., 2010).

La deteccion de anticuerpos Unicamente del tipo IgM, no necesariamente denota una fase
aguda de la enfermedad hasta que se confirme con otra prueba que detecte otro tipo de
anticuerpos contra la bacteria (Jacques Godfroid et al., 2010), tal como se presenta el caso de las
4/166 muestras que resultaron positivas Unicamente para la prueba SAT-EDTA, que debido a los
resultados negativos en las pruebas RB, iELISA y cELISA (deteccion de anticuerpos IgG), se las
clasifico como animales en la fase aguda de la enfermedad. Por el contrario, la deteccion de
anticuerpos Unicamente del tipo 1gG denota una infeccion en fase cronica, siendo el caso de la
muestra 1/166 positiva para iIELISA y cELISA, y que a pesar de arrojar un resultado negativo
para la prueba RB, se la puede considera positiva para una fase cronica de la enfermedad debido
a que las dos pruebas ELISA son més sensibles que la prueba RB (Jacques Godfroid et al., 2010;
Klaus Nielsen, 2002).

De todas las 166 muestras analizadas, solamente una muestra resultdé negativa para la
prueba cELISA, siendo positiva para las pruebas RB, IELISA y SAT-EDTA. La cinética de los
anticuerpos debidos a la vacunacion difiere de la debida a una infeccidn natural, donde dieciséis
semanas de la vacunacion, los anticuerpos no pueden ser detectados por pruebas como SAT o RB,

a diferencia de las pruebas ELISA (Saegerman et al., 1999). Por tanto, los anticuerpos de la
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muestra positiva para RB, iIELISA y SAT-EDTA se los clasific6 como vacunales (CELISA

negativo).

Las muestras que resultaron positivas Gnicamente para la prueba cELISA (20/166)
presenta un problema en el diagnostico de los animales. Debido a que las pruebas RB y la prueba
IELISA (especialmente por su sensibilidad), no detectaran los anticuerpos del tipo IgG, da la
pauta a una mala clasificacién de los animales por parte de la prueba cELISA. La sospecha
principal recae en el monoclonal empleado en la prueba. La prueba cELISA se ve afectado por el
tipo de anticuerpo monoclonal empleado para la competencia, asi como de su especificidad,
donde si presenta una baja especificidad para el antigeno LPS pueden producirse falsos positivos
(Crowther, 2001). La produccion, purificacion y conservacion del anticuerpo monoclonal, asi
como del protocolo de conjugacion de la peroxidasa al anticuerpo monoclonal, también influyen
en la eficiencia en el diagnostico (Henning & Nielsen, 1987). Gall y Nielsen (1994) observaron
que un anticuerpo monoclonal altamente purificado conjugado con la enzima HRPO tuvo una
disminucion en su capacidad de diferenciar entre los anticuerpos debidos a la vacunacion y a los
de infeccion natural. Por lo tanto, se sugiere que las 20/166 muestras sean analizadas bajo otro
tipo de prueba que permita confirmar el diagnostico negativo que resultd en las pruebas RB,
IELISA y SAT-EDTA.

Finalmente, tanto las muestras que resultaron positivas para la prueba iELISA (3/166), asi
como la muestra que resultd positiva para las pruebas RB, SAT-EDTA y cELISA (1/166), se
determin6é como un mal diagndstico por parte de las pruebas ELISA. En el primer caso, la
reaccion positiva para la prueba iELISA puede deberse a uniones inespecificas o0 manipulacion de
reactivos (Crowther, 2001). Es por eso que se sugiere realizar a la vez dos o mas pruebas
serologicas para tener resultados que permitan descartan falsos positivos y negativos. En el
segundo caso, el problema puede deberse al anticuerpo monoclonal o al establecimiento del
punto de corte. La muestra proviene de la Isla Santa Cruz (Galapagos), en donde se establecio un
punto de corte de 0.5285 unidades de OD para la prueba iELISA, siendo mayor al anteriormente
establecido (0.2835 unidades de OD). Cuando el punto de corte es muy alto, la prueba es mas
propensa de arrojar falsos negativos (Lalkhen & McCluskey, 2008), por lo que es posible que la

muestra sea un animal enfermo mal clasificado por la prueba iIELISA.
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En general, se obtuvo una sensibilidad y especificidad del 83.33% para la prueba cELISA,
lo que al comparar con los datos de literatura, resulta bajo para una prueba ELISA, donde
generalmente se tiene una sensibilidad del 95.2% y una especificidad del 99.7% (Jacques
Godfroid et al., 2010). Ademas los valores predictivos que se obtuvieron fueron igual de bajos,
siendo un valor predictivo positivo (VPP) del 6.2% y un valor predictivo negativo (VPN) de
37.5%. Los valores predictivos permiten determinar la probabilidad de que un animal, sabiendo
que esta enfermo/sano, sea correctamente clasificado por la prueba a realizar. Estos valores
dependen de la cantidad de animales que son analizados y estan influenciados por la prevalencia
de la enfermedad (Lalkhen & McCluskey, 2008). Con un VPP tan bajo, es mas probable que se
tenga una mayor cantidad de falsos positivos. Por otro lado, el valor tan bajo del VPP puede
deberse también a la baja cantidad de animales positivos empleados para la obtencion del punto
de corte, siendo a penas de 12/48 animales confirmados positivos para brucelosis, ademas de que
es posible que el problema con el anticuerpo monoclonal empleado haya influido en la deteccion

de los controles positivos.

Por ultimo, este estudio evidencia una falla en la conservacion de los anticuerpos
monoclonales, asi como la necesidad de usar multiples pruebas diagndsticas para asegurar una
mejor interpretacion de los resultados, mejorando el control y prevencion de la brucelosis bovina
en el Ecuador, evitando el descarte innecesario de animales y sus consecuentes perdidas

econdmicas.



7l

CAPITULO 6 — CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

1. Se optimizd el ensayo inmunoenzimético competitivo (CELISA) donde se establecié una
concentracion de antigeno LPS de 1 pg/mL, y las diluciones de suero de 1/50, de anticuerpo
monoclonal 7F9 de 1/320, y de conjugado HRP IgG anti-ratén (kit comercial) de 1/2.

2. Se determind que el anticuerpo monoclonal 7F9 presentd una mayor reactividad frente al
antigeno LPS que el anticuerpo monoclonal 12B12.

3. La prueba cELISA logro identificar anticuerpos del tipo 1gG contra Brucella spp. en las
muestras de suero bovino procedentes del canton El Carmen, Isla Santa Cruz (Galapagos) y
AGROCALIDAD.

4. Se establecié el punto de corte de la prueba cELISA en 26.88% de inhibicién para el
diagnostico de brucelosis bovina, mediante la implementacion de las curvas ROC.

5. Al validar la prueba, se obtuvo una sensibilidad y especificidad del 83.33%, un valor
predictivo positivo de 6.2% y un valor predictivo negativo de 37.5%.

6. En los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad, se obtuvo un coeficiente de variacion
(CV) del 10.67% y un coeficiente de correlacion intra-clase (ICC) de 83.62% (indice Kappa
entre operadores=0.727, p<0.05), respectivamente.

7. La prevalencia aparente de brucelosis bovina obtenida por la prueba cELISA en los tres
escenarios epidemioldgicos analizados fueron de 42.86% para el cantén EI Carmen, 1.18%
para la Isla Santa Cruz (Galapagos) y 16% para AGROCALIDAD.

6.2 Recomendaciones

1. Determinar un mejor protocolo para la produccion, conjugacién y conservacion del
anticuerpo monoclonal para mejorar la calidad de la prueba cELISA.

2. Realizar un registro/encuesta de loa animales muestreados a fin de contar con la informacién
sobre vacunacién contra Brucella spp., pruebas diagndsticas realizadas, e informacion de la

introduccion de nuevos animales.
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Realizar muestreos en escenarios epidemiolégicos donde los animales sean vacunados para
determinar la eficiencia de la prueba cELISA en la discriminacion de anticuerpos vacunales.
Emplear mas sueros positivos y negativos para el establecimiento de un punto de corte que
presente un mejores valores predictivos.

Aplicar la prueba cELISA en ganado bovino de otras regiones de Ecuador.

Continuar estudiando la brucelosis bovina a fin de mejorar el control y prevencion de la

enfermedad en el pais.
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