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Resumen

La Brucelosis caprina es una enfermedad infecto-contagiosa cronica, producida por Brucella
melitensis. Esta bacteria tiene al ovino y caprino como huéspedes naturales, pero al ser la
Brucella spp més inespecifica del género puede infectar una gran cantidad de otras
especies animales, entre ellas al ser humano. El objetivo del trabajo fue evaluar la evolucion
de los titulos de anticuerpos en cabras (con previo diagnostico negativo a brucelosis)
vacunadas por diferentes vias de administracion con B. melitensis Cepa Rev-1. El ensayo
de vacunacién de Brucelosis en caprinos se realizd6 en un establecimiento ubicado en la
localidad de Empedrado, Corrientes con 58 animales de raza Boer, de 3-5 meses de edad.
Los mismos fueron divididos en tres (3) grupos homogéneos de los cuales, el Grupo 1 fue
vacunado de forma Conjuntival, el Grupo 2 - Subcutidneo, y el Grupo 3 el Testigo. A
continuacion se realizé un muestreo seriado de los tres grupos los dias: 0, 7, 14, 21, 28, 35,
42, 49, 56, 63, 75, 90, 120, 150 y que continua hasta el dia 360 de iniciado el estudio. La
técnica diagnéstica utilizada para el seguimiento serologico fue ELISA indirecto desarrollado
por el INTA Bariloche. Ambas vias de administracién evidencian respuesta humoral positiva
entre los dias 14 y 75 post vacunal, medible por la técnica de ELISA indirecto. Al dia 75
postvacunacion ambos grupos manifestaron Porcentajes de Positividad (PP) menores al
30%, por lo que deberian dejar de interferir en los diagndsticos seroldgicos de rutina. Se
concluye que la técnica de ELISA indirecto se muestra como un diagndstico seroldgico
efectivo para determinar el estatus sanitario en animales vacunados con B. melitensis Rev-
1, pasados los 75 dias postvacunacion.
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Introduccién

La Brucelosis caprina es una enfermedad
infecto-contagiosa cronica, producida por
Brucella melitensis. Esta bacteria tiene al

y
naturales, pero al ser la Brucella spp mas

ovino caprino como huéspedes
inespecifica del género puede infectar una
gran cantidad de otras especies animales,
entre ellas al ser humano. La brucelosis
afecta fundamentalmente a caprinos
sexualmente maduros. En las hembras los
principales signos clinicos son el aborto
en el dltimo tercio de gestacion, retencion
de placenta y nacimiento de cabritos
débiles o natimortos. En los machos la

infeccién se manifiesta por inflamacion de

testiculos, epididimo y  vesiculas
seminales y semen de mala calidad
(Alton, 1990). La principal fuente de

contagio en caprinos y ovinos se debe a la
ingestion de forrajes y agua contaminados
por fetos abortados, envolturas fetales y
secreciones vaginales. Estos productos
pueden contener entre 1010 a 1013
bacterias/gramo (Crespo Le6n, 1994). La
presencia de caprinos infectados con
Brucella melitensis en los hatos o majadas
implica un alto riesgo de infeccion para las
familias que se dedican a este tipo de
producciéon por encontrarse en contacto
con los animales enfermos, asi como
también es riesgoso para las poblaciones
vecinas por consumo de leche y quesos
no pasteurizados (Ministerio de Salud de

la Nacion, 2013). Existe una gran variedad
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de pruebas serolégicas para diagnosticar
la brucelosis en caprinos. En Argentina las
pruebas seroldgicas oficiales se clasifican
en grupos de acuerdo al tipo de reaccion
gue ocurre durante la ejecucion de la
técnica: 1)Aglutinacion: dentro de ellas
podemos mencionar a la Aglutinacion
rapida en placa con Antigeno Bufferado
(BPA), la Aglutinacion lenta en tubo (SAT)
lenta en tubo con 2-
(2ME), 2)

Internacional: Fijacion de Complemento y

y Aglutinacion
mercaptoetanol Referencia
3) Nuevas Generacién (de union primaria):
(FPA) y
Enzimoinmunoensayos (ELISAS)
(SENASA, 2002; Nicola y Elena, 2009).

Todas

Fluorescencia  polarizada

las  pruebas mencionadas
presentan el inconveniente de no poder
de

aquellos generados por infeccién natural

diferenciar anticuerpos vacunales
durante un tiempo determinado, siendo
mas prolongado en los grupos 1y 2. Para
el control de la enfermedad en pequefos
rumiantes, se cuenta con una vacuna viva,
efectiva, denominada Brucella melitensis
Rev-1, la cual es recomendada por OIE
(2016). La misma debe ser aplicada a las
categorias jovenes, de 3-5 meses de edad
por via conjuntival o subcutanea. La dosis
estandar debe estar comprendida entre
0.5x109 a 2x109 organismos viables. La
inmunidad conferida es aceptable pero
presenta el problema que interfiere con las
técnicas diagnosticas durante un tiempo

determinado, generando resultados falsos
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positivos (Fensterbank y col., 1982), por lo
gue se recomienda vacunar hasta los 5
meses de edad (OIE, 2016), o en forma
masiva a todos los animales del hato
cuando la prevalencia es alta o si se
quiere inmunizar a todo el hato de manera
inmediata. La vacunacién subcutanea
genera respuestas seroldgicas fuertes y
duraderas, a diferencia de la Vvia
conjuntival cuya respuesta es un poco
mas débil y de corta duracion, tal cual lo
expuesto por Fensterbank y col. (1982)
gue demostr6 que utilizando la via
subcutanea, la interferencia alcanzaba los
cambio con la via

17 meses, en

intraconjutival la interferencia llegaba

hasta los 4 meses postvacunacion,

siempre utilizando los diagnésticos

serolégicos de Aglutinacion, Rosa de
Bengala y Fijacion de Complemento. Es
por ello, la importancia de determinar a
partir de cuando las nuevas técnicas
serolégicas como el ELISA indirecto y la
FPA, tienen la capacidad de diferenciar
de

infectados naturalmente. Recientemente

animales  vacunados aguellos
el SENASA ha aprobado la Resolucion
N°372/2017 que

obligatorio de la brucelosis caprina en

instituye el control
todo el pais. Dicha resoluciéon establece
un marco legal para el control de la
enfermedad, habilitando el uso de varias
técnicas diagndsticas y a su vez,
establece la necesidad de generar datos

epidemiolégicos acerca de la enfermedad
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en las regiones donde los datos son
insuficientes. Si bien la técnica de ELISA
ha sido validada para su uso en caprinos,
la OIE recomienda estandarizar el uso de
este tipo de diagndsticos en cada region
donde seran aplicados de rutina, por lo
tanto para poder llevar adelante los
diagndsticos serolégicos aprobados por
SENASA,

comportamiento

necesario evaluar el
de
diagndsticas en caprinos de la region
NEA, buscando

Optimos que permitan diferenciar animales

es
las técnicas

los puntos de corte

positivos y negativos, y de acuerdo con lo
estandarizado, determinar la prevalencia

de la enfermedad en la regién

Objetivos

Evaluar la evolucion de los titulos de
anticuerpos en cabras (con previo
diagndstico negativo a  brucelosis)
vacunadas por diferentes vias de

administracion con B. melitensis Cepa
Rev-1.

Materiales y Métodos

El ensayo de vacunacion de Brucelosis en
caprinos se realiz6 en un establecimiento
ubicado en la localidad de Empedrado,
Corrientes con 58 animales de raza Boer,
provenientes de una cabafia sin registro
serolégico ni clinico de brucelosis. Los
animales fueron confinados en corrales
durante todo el ensayo. Los mismos

fueron divididos en tres (3) grupos
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homogéneos de los cuales, el Grupo 1 fue
vacunado de forma Conjuntival, el Grupo
2 - Subcutaneo, y el Grupo 3 el Testigo. A
continuacion se realiz6 un muestreo
seriado de los tres grupos los dias: 0, 7,
14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 75, 90, 120,
150 y que continua hasta el dia 360 de
iniciado el estudio. La vacuna utilizada fue
OCUREV®, importada desde Espafa y
proporcionada por SENASA, con la cual
se instil6 un gota en cada animal del
grupo Intraconjuntival, y una dosis diluida
en diluyente de cepa 19 en una proporcién
1/50 de 2 ml via Subcutanea a los
animales del grupo 2. La técnica
diagnéstica utilizada para el seguimiento
serolégico fue ELISA indirecto
desarrollado por el INTA Bariloche, que
midié los anticuerpos generados por la
vacuna en el periodo de 6 meses. Esta
técnica consiste en 5 pasos: 1) Pegado
del antigeno a la microplaca de ELISA, 2)
Agregado de sueros controles y sueros
problemas, incubacion (27°C durante 60
minutos bajo agitacion constante) 3)
Adicion del conjugado (Proteina A/G
recombinante), incubacion (27°C durante
60 minutos bajo agitacién constante) 4)
Agregado del Sustrato-Cromdégeno e
incubacién (27°C durante 8-10 minutos
bajo agitacion constante) 5) Lectura en
equipo de absorbancia. Los resultados de
los sueros control y problema, fueron
expresados como
Positividad (PP) de la densidad Optica
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producida por cada suero problema
respecto a la media de la densidad Optica
producida por el suero control positivo
fuerte. El software utilizado fue el
programa SPEIA desarrollado por el
Research Institute,

Animal Disease

Canada.

Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos a partir de la
medicion de los anticuerpos
postvacunales hasta el dia 150 en ambos
grupos tratados y el grupo control se
muestran en la figura 1. Figura 1. Curva
de anticuerpos en 3 grupos de cabras
inoculadas con B. melitensis cepa Rev.1,
desde los 0 a los 150 dias post-

vacunacion.

Curva de anticuerpos

= Conjuntival

=——Subcutanea

% de Positividad

—Testigo
Cut-off

Los resultados obtenidos por medio de la
técnica de ELISA Indirecto, permiten
comprobar la generacién de anticuerpos
luego de la inoculacion de la vacuna
B.melitensis Rev-1, tanto en el grupo
subcutaneo como en el conjuntival. Los
datos mostrados en el grafico 1, son el
resultado de un promedio obtenido
teniendo en cuenta lo resultante por

animal, por grupo y por dia de muestreo.
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Utilizando un punto de corte de 30% para
la técnica realizada, se puede observar
gue los animales del grupo testigo se
mantuvieron por debajo del mismo hasta
el dltimo dia de muestreo (dia 150),
manteniendo su condicién durante todo el
ensayo.

Con respecto a los animales de los grupos
vacunados, ambas curvas comienzan su
elevacion a partir del dia 7 postvacunal, y
se detectan picos de maxima produccién
de anticuerpos en el dia 28 donde el
promedio para el grupo Conjuntival fue de
78PP y 119PP para el grupo Subcutaneo.
Al dia 75 postvacunacion ambos grupos
manifestaron PP < 30%, por lo que
deberian dejar de interferir en los
diagnoésticos serolégicos de rutina, de
igual forma que lo reportado por Diaz
Aparicio y col. (1994) quienes realizaron
un ensayo vacunal en cabras (3-6 meses
de edad) con Rev-1 y testeos seroldgicos
correspondientes y demostraron que a los
60 dias postvacunaciéon, los animales
resultaban negativos a la prueba de
ELISA.

A su vez, Fensterbank y col. (1982)
propone que la administracion de la
vacuna utilizando diferentes vias, como la
parenteral (inyectable) y la conjuntival,
tendrian diferentes comportamientos en lo
referente a la duracion de los anticuerpos
vacunales post-aplicacion, pero de
acuerdo a los resultados preliminares que

se estan obteniendo en este ensayo,
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ambas vias de administracion evidencian
respuesta humoral positiva entre los dias
14 y 75 post vacunal, medible por la
técnica de ELISA indirecto.

En cambio, Giraudo y col. (2009), llevaron
adelante un ensayo con Rev-1 aplicando a
grupos de cabrillonas y a cabras adultas,
utiizando las vias Intraconjuntival y
Subcutanea, y los resultados serolégicos
obtenidos determinaron que la via
subcutanea y el grupo conformado por
animales adultos, mantuvieron durante
mayor tiempo la respuesta positiva frente
al diagnéstico de rutina. Los anticuerpos
generados por la vacuna no pueden ser
distinguidos por los inducidos por una
infeccién con cepa silvestre, por lo que los
resultados de las pruebas diagnosticas
deben ser interpretados en funcién del
estado de vacunacion del hato. (OIE,
2004, Marin y col., 1999).

Conclusiones

Se concluye que la técnica de ELISA
indirecto se muestra como un diagnéstico
serolégico efectivo para determinar el
estatus sanitario en animales vacunados
con B. melitensis Rev-1, pasados los 75

dias postvacunacion.
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