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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la especificidad de la prueba de Fluorescencia Polarizada
“FPA” en bovinos vacunados con S19 en la Provincia del Carchi, se considerd 6 terneras
de entre 3 'y 8 meses de edad, a las cuales luego de un diagndstico seroldgico con la prueba
c-ELISA, y confirmando que estan negativas a brucelosis bovina, se inmunizé con la
vacuna S19, y se procedid a tomar muestras sanguineas semanales durante 39 semanas.
Luego del analisis de laboratorio con la prueba en estudio “FPA” se determiné que la
especificidad de esta a la semana 26 es del 100%. Ademas, mediante el analisis estadistico
descriptivo el tiempo Optimo post vacunacion para el diagnostico serologico con “FPA” de
animales vacunados con S19 es de 6,5 meses post vacunacion, ya que se reducen los

resultados falsos positivos atribuidos a la vacuna con S19.

Palabras clave: brucelosis, s19, fluorescencia polarizada

ABSTRACT

In order to evaluate the specificity of the Fluorescence Polarized Assay FPA in cattle
vaccinated with S19 in the Province of Carchi, 6 calves between 3 and 8 months of age
were considered, which were confirm as negative for bovine brucellosis using the c-ELISA
test. The sampling scheme was carried out weekly for 39 weeks, taking samples from the
caudal coccigeal vein. After the laboratory analysis the specificity of FPA was determined
in 100% at 26 weeks, before that false positive results due to vaccination with S19 was
considered. In addition, by means of the descriptive statistical analysis, the optimal post
vaccination time for the serological diagnosis with "FPA™ of animals vaccinated with S19
is 6.5 months’ post vaccination, where false positive results attributed to the vaccine with

S19 are reduced.

Key words: brucellosis, s19, fluorescence polarized
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INTRODUCCION

La brucelosis en los bovinos es una enfermedad infecciosa causada por Brucella abortus,
que principalmente afecta a las hembras bovinas en edad reproductiva, es caracterizado por
abortos, metritis, nacimientos de animales débiles y la disminucion de la fertilidad, sin
embargo otras especies de animales pueden ser afectadas, causando grandes perdidas
econdmicas. Los machos también pueden ser infectados y en ellos la enfermedad se
muestra con alteraciones testiculares, con la pérdida de fertilidad debido a la orquitis y
epididimitis. Esta patologia, se transmite al hombre, constituyendose una zoonosis de
distribucion mundial (Ancha y Zsyfres, 2003 citado por Ramires , Ernst, & Elvinger,
2009).

En el caso de los animales, es muy fécil la contaminacion via oral, ya que en el momento
del parto las vacas tienden a lamer el feto o descargas genitales causadas durante el parto.
La infeccidn en las crias ocurre en el Utero o cuando consumen la leche infectada. Una
forma de transmision indirecta es el contacto con los animales, el consumo de pastos

contaminados o agua, entre otros (Villareal, 2016 citado por Martinez Barreno, 2017).

El Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP) a través de la
Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro — AGROCLAIDAD- lanz6
el Programa Nacional de Control y Erradicacion de Brucelosis bovina, donde uno de los
componentes de este programa es el diagndstico seroldgico, y que para el caso de la
brucelosis existen un sinnimero de pruebas seroldgicas para el diagnostico de esta
enfermedad, pero una sola no es suficiente para diagnosticar animales enfermos o sanos
(AGROCALIDAD, 2008).

Existen muchas pruebas para el diagndstico de brucelosis, pero casi todas ellas no
discriminan animales vacunados de animales infectados por ende van a arrojar resultados

falso positivos debido a la vacunacién (Gutiérrez, Lutzelschwab, Diaz, & Estein, 2014).

Segun Godfroid, Nielsen, & Saegerman, (2010) la prueba de Fluorescencia Polarizada
“FPA” se basa en un principio fisico: la rapidez con que una molécula gira en un medio
liquido se correlaciona con su masa, moléculas de pequefio tamafio giran mas rapido y

despolarizan un haz de luz polarizada més, mientras que las moléculas méas grandes giran



mas lentamente y en consecuencia, despolarizan menos luz. ElI “FPA” mide el grado de
despolarizacion en unidades de milipolaridad (mP), en presencia de anticuerpos contra
Brucella spp. Esta prueba puede ser facilmente automatizada y es muy répida, ya que
después de mezclar el antigeno marcado y el suero la lectura es casi instantanea. La
sensibilidad a la prueba parece ligeramente inferior a los de i-ELISA. La especificidad
varia entre 98,8 % y 99,0 %. Ademas, esta prueba ya se utiliza en los programas de control

y certificacion de la brucelosis en América del Norte y Europa.

Los "falsos positivos™ en las reacciones se deben a varias causas, tales como anticuerpos
residuales por la vacunacion con cepa 19 y reacciones cruzadas debidas a anticuerpos
originados por bacterias que tienen lipopolisacaridos superficiales similares a los de
Brucella. Como se menciona una pequefia proporcién de animales especialmente los
vacunados a una edad tardia pueden mantener anticuerpos aglutinantes que persisten
durante mucho tiempo. Las reacciones en estos casos se deben a la inmunoglobulina M, ya
que la IgG 2 generalmente desaparece rapidamente y la IgG 1 es poca activa en la prueba y
ademas su concentracion se reduce al poco tiempo después de la vacunacion. El origen de
muchas reacciones inespecificas del bovino no se conoce. Se ha comprobado que hay una
relacion antigénica entre Brucella y Escherichia coli y con Yersinia enterocolitica
(Szyfres, 2015).

La prueba de “FPA” es una prueba nueva en Ecuador y que no ha sido utilizada para el
diagnostico de brucelosis bovina, por ende, la presente investigacion tiene por objetivo
evaluar la especificidad de la prueba “FPA” en animales vacunados con S19 en la
provincia del Carchi, donde a decir de Ron (2003), Angulo (2006) e Ibarra (2013), la

vacunacion se realiza de forma indiscriminada y sin el uso de registros.



I. PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades infecciosas y zoonosicas de los animales tienen un impacto fuerte sobre
la salud publica, economias nacionales y medios de vida. La brucelosis es una enfermedad
infecciosa de origen bacterial que afecta tanto al humano como a diferentes especies de
animales. Actualmente la brucelosis es considerada como una enfermedad de distribucion
mundial (Diaz, Hernandez, Valero, & Arellano, 2000).

Hay muchas pruebas para el diagndstico de brucelosis, la mayoria de ellas no discriminan a
los animales vacunados de animales infectados por lo tanto van a arrojar resultados falsos
positivos debido a la vacunacion. Atribuido, a que la mayoria de pruebas detectan
anticuerpos contra la cadena O de lipopolisacarido que son inducidos por la vacunacién
(Gutiérrez, Lutzelschwab, Diaz, & Estein, 2014).

Segln Pool et al., (2004) la prueba de ELISA es capaz de medir anticuerpos 1gG1, aunque
estén en muy bajos niveles en el suero y no sean perceptibles por otras pruebas, ademas
que puede discriminar animales vacunados de aquellos naturalmente infectados, pero
ciertos autores mencionan que el ELISA da resultados falsos positivos de hasta 6 meses
post vacunacién. Esta prueba como diagnostico de confirmacion es buena solo que es
altamente costosa para los ganaderos, ademas esta prueba tiene que ser realizada por

personal altamente capacitado, y con el uso de equipos especializados.

La vacunacion en la provincia del Carchi — Ecuador se realiza indistintamente con las dos
cepas (S19 y RB-51), ademas se vacuna mal, se vacuna a cualquier edad, ademas que no se
Ilevan registros. Por ende, si se realiza el diagndstico seroldgico a brucelosis y no se tiene
registros de vacunacion, los animales van a ser considerados como positivos siendo estos

falsos positivos.

La prueba de Fluorescencia Polarizada “FPA” es una técnica recomendada por la OIE, al
igual que c-ELISA, para el diagndstico confirmatorio de brucelosis bovina, pero para el
caso del Ecuador es una prueba nueva y de la cual no se tiene estudios, tanto de

sensibilidad como de especificidad, aplicada a un contexto en donde la vacunacion se



realiza de forma indiscriminada y sin en el uso de registros, lo que dificulta la
interpretacion de resultados especialmente aquellos relacionados con la especificidad de la

prueba.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢La prueba de Fluorescencia Polarizada detecta anticuerpos post vacunales en animales

vacunados contra brucelosis con S19?

1.3. JUSTIFICACION

Segun Agurto & Fernandez, (2013) la importancia que representa la brucelosis esta dada
principalmente por las pérdidas econdmicas que ocasiona en la produccion pecuaria, al
causar abortos, metritis, infertilidad, nacimiento de animales débiles y baja en produccion

de leche, entre otros.

Esta enfermedad es ampliamente estudiada en todo el mundo por el gran peligro que tiene
para la salud humana, ya que es una zoonosis extremadamente infecciosa (Cabrera, Silva,
& lIzquierdo, 2005).

Segun la Organizacién Mundial de Sanidad Animal OIE, (2009) las pruebas que existen
para la confirmacién de brucelosis son ELISA competitiva “c-ELISA”, Fijacion de
Complemento “FC”, y Fluorescencia Polarizada “FPA”, pero las 2 primeras pruebas
confirmatorias tienen el inconveniente que son costosas requieren personal capacitado a
diferencia del “FPA”.

El “FPA” es una prueba nueva en Ecuador y por ende se desconoce si esta tiene la
capacidad de discriminar anticuerpos luego de la vacunacion con S19, esta prueba puede
ser ejecutada en un laboratorio simple o en el campo. Es rapido de facil ejecucion, requiere
volimenes menores de suero y no es afectado por la hemolisis. Ademas, la literatura
menciona que es capaz de distinguir animales vacunados de no vacunados, aunque no
exista una explicacion razonable para este fendmeno (Samartino, Schust, Piazza, Salustio,
& Conde, 2007).



Segin Agurto & Fernandes, (2013) en su investigacion indican que este ensayo de
Fluorescencia Polarizada “FPA” permiten medir anticuerpos infecciosos contra B. abortus
en bovinos, ademéas también ha sido desarrollada y validad para realizarse en otras especies
como porcinos, ovinos, caprinos, bisontes y ciervos. Esta prueba posee varias ventajas
sobre otras técnicas serologicas, incluyendo la relacion costo efectividad, velocidad,

simplicidad y adaptacion de su uso a campo.

El “FPA” es un ensayo homogéneo, que no requiere etapas de lavado de los componentes
gue no han reaccionado. Se puede realizar en un formato de 96 pocillos o en un formato de
tubo. El formato del tubo se puede utilizar en el campo para el diagnostico rapido (Nielsen,
2010).

1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1.4.1. Objetivo General

Evaluar la especificidad del FPA en bovinos vacunados con S19 en la Provincia del
Carchi.

1.4.2. Objetivos Especificos

1.- Evaluar la funcionalidad de la vacuna S19 mediante la prueba “FPA”.
2.-Definir la especificidad del “FPA” en animales vacunados con S19

3.-Determinar el tiempo Optimo post vacunacién para el diagnostico serolégico mediante
“FPA” de animales vacunados con S19.

1.4.3. Preguntas de Investigacion

¢En qué semana el “FPA” no detecta anticuerpos post vacunales?

¢Por qué da resultados positivos al inicio y negativos al final de vacunacion?



1. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Segun Gutiérrez et al., (2014) menciona en su investigacion que esta prueba de diagnostico
de confirmacion de Fluorescencia Polarizada es muy buena para el diagnostico de
anticuerpos anti B. abortus en suero de ganado con la adaptacion para su uso en
microplacas y comparacién con ensayos de aglutinacion convencional, el objetivo del
presente estudio fue establecer las condiciones para el uso de un antigeno comercialmente
para el ensayo de “FPA” en un formato de microplacas de 96 pocillos y comparar su
desempefio de diagnostico con la aglutinacion convencional. Se obtuvieron muestras de
suero de 149 vacas y 20 toros pertenecientes a hatos libres e infectados de diferentes
regiones de Argentina. Dos diluciones de suero y antigeno y se detectd la Fluorescencia
Polarizada con un lector multimodo. Los resultados obtenidos de este ensayo el “FPA”
conducido usando antigeno y suero a una dilucion de 1: 100 fue tan eficiente como la
prueba usando antigeno a 1:20 y suero a 1:10. EI 8 % de las muestras fueron resultado
sospechoso en la prueba de aglutinacion resultd negativo en “FPA”.

Segun Giménez, Barcos, & Moran, (2007) en el ensayo sobre brucelosis técnica de
Fluorescencia Polarizada para estar seguros. Muestra que se utilizaron 30.015 muestras de
suero bovino procedente de establecimientos de las provincias de Buenos Aires, Santa Fe,
Cordoba, Entre Rios, San Luis, La Pampa, Chaco y Formosa, que ingresaban al laboratorio
para controles de rutina, saneamiento, traslados, certificacion y recertificacion. Como
pruebas diagndsticas se utilizaron las técnicas de, BPA, SAT 2-ME, segun el manual de
procedimientos de la red de laboratorios del SENASA. El antigeno de BPA y SAT
provenia del Laboratorio Bioldgico de Tandil. Para la técnica de “FPA” se siguieron las
instrucciones del Manual de la OIE, utilizando el antigeno de Diachemix. Para ese ensayo
las muestras se leyeron en un lector de luz polarizada, modelo Sentry 100. Se utilizaron
sueros controles de referencia positivos y negativos. Los resultados de este ensayo son los
siguientes en las diferentes pruebas que se realizd por la técnica de SAT/2-ME se
detectaron 970 positivos y 423 por “FPA”. Por lo tanto, 547 sueros (56,39 %) fueron
positivos por SAT/2. Los resultados del procesamiento permiten observar que un
porcentaje de animales que fueron catalogados como reaccionantes a brucelosis por las

técnicas de SAT/2-ME, son realmente negativos cuando se los procesa por “FPA”. La



decision de utilizar “FPA” en reemplazo del SAT y 2-ME como prueba de confirmacion,
presenta otras ventajas como procesar muestras hemolizadas, rapidez del ensayo,
simplicidad del ensayo, facil interpretacion del ensayo, validacion internacional del mismo,

no posee toxicidad.

Segun Sanchez et al., (2011) en su investigacion realiz6 un protocolo serologico de
Fluorescencia Polarizada en el estudio de anticuerpos contra Brucella spp en humanos. El
objetivo de la investigacion es mostrar el desarrollo y alcance de un método de analisis
seroldgico basado en la técnica de Fluorescencia Polarizada “FPA” a partir de una gota de
sangre obtenida mediante puncion capilar, se realizo la determinacion de anticuerpos anti
brucelosis de un conjunto de 321 personas de alto riesgo laboral, en los resultados de la
investigacion se encontrd relacion parcial entre los ensayos de FPA-s y FPA-c, donde se
observa que s6lo 6 de 9 pacientes previamente positivos a esta prueba, fueron confirmados
por ELISA-c y FPA-s. Encontrandose relacién perfecta entre estas dos Gltimas, en donde

se engloba la data correspondiente a la validez, seguridad y coeficiente de verosimilitud.

Segin Wiener , lwuaniak, Slotnicka, & Szulowski, (2010) en su investigacion de
diagnostico de la brucelosis bovina utilizando técnicas seroldgicas tradicionales y ensayo
de Fluorescencia Polarizada muestran que el objetivo de este estudio fue la aplicacion de
un ensayo de Fluorescencia Polarizada “FPA” para el examen de sueros bovinos y la
comparaciéon de los resultados del ensayo con los resultados de la prueba de Rosa de
Bengala “RB”, la prueba de Aglutinacion Sérica “SAT” prueba de Fijacion de
Complemento “FC” y ELISAs. Seiscientos treinta y cinco sueros de bovinos, incluidos 300
sueros de animales sanos, 32 sueros de animales considerados seroldgicamente positivos
para la brucelosis y sacrificados y 303 sueros procedentes de investigaciones
confirmatorias. Todos los sueros procedentes de animales sanos, negativos en ELISA, RB,
SAT y FC fueron también negativos en “FPA”. Entre los 303 sueros de las investigaciones
confirmatorias, 269 fueron positivos en RB y SAT, 21 fueron positivos en SAT y 13
restantes fueron RB-positivos solamente. S6lo dos sueros, uno positivo en ambas pruebas
(RB, SAT) y uno SAT-positivo, también fueron positivos en “FPA”. Entre los 32 sueros
procedentes de animales considerados serolégicamente positivos, que reaccionaron en RB,
SAT y FC, los resultados es que todos los sueros procedentes de animales sanos fueron
negativos en ELISA, RB, SAT y FC. En el “FPA”, todas las muestras permanecieron

negativas. Entre los sueros positivos para ELISA, 13 fueron también positivos en “FPA”



con un valor de mP comprendido entre 129,4 y 178,1. Una muestra restante, que era
“FPA”-negativa dio como resultado un valor de mP de 89,4. Todas las muestras, positivas

en SAT, RB y FC, pero negativas en ELISA, también fueron negativas en “FPA”.

Segin Ramirez et al., (2007) en su investigacion sobre aplicacion del ensayo de
Fluorescencia Polarizada para deteccion de anticuerpos caprinos a Brucella melitensis en
areas de alta prevalencia y vacunacion amplia en el presente estudio se realizd para
comparar los resultados de las pruebas aprobadas por la OIE RB, BPA, FC y “FPA” en la
deteccion de anticuerpos Brucella en muestras de suero de cabra procedentes de un area de
alta prevalencia y vacunacion generalizada, utilizando una combinacion de i-ELISA y c-
ELISA para clasificar los sueros de cabra de un area de alta prevalencia y vacunacion
generalizada y evaluar la combinacion de la prueba. Utilizando pruebas faciles de realizar
como pruebas de deteccion y una prueba confirmatoria secundaria para detectar muestras

positivas. En los resultados se compararon los resultados de diferentes series de pruebas.

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Brucelosis

Segun Corbel, (2006) la brucelosis, también conocida como "fiebre ondulante”, "fiebre
mediterranea” o "fiebre de Malta", es una zoonosis y la infeccion es casi invariablemente

transmitida por contacto directo o indirecto con animales infectados o sus productos.

La brucelosis es el resultado de la infeccion por varias especies de Brucella spp, una
bacteria Gram negativa, cocobacilos intracelulares facultativos o varilla corta en la familia
Brucellaceae. Seis especies se encuentran en animales: B. abortus, B. melitensis, B. suis, B.
ovis, B. canis y B. neotomae. Se han encontrado una o mas especies de Brucella sin
nombre en mamiferos marinos. Los nombres formales propuestos para los aislados de
mamiferos marinos son B. maris para todas las cepas, o B. pinnipediae para cepas de
pinnipedos (focas, leones marinos y morsas) y B. cetaceae para cepas de cetaceos
(ballenas, marsopas y delfines). Algunas especies de Brucella contienen biovares. Se han
reportado cinco biovares para B. suis, tres para B. melitensis y hasta nueve para B. abortus
(The Center Food Security, & OIE, 2009).



En el humano, esta enfermedad puede ser causada por B. abortus, B. melitensis, B. suis.
Las vacunas vivas para B. abortus y B. melitensis, B. canis (una cepa menos virulenta
utilizada como antigeno para pruebas serolégicas), también son patdgenas para los seres
humanos. B. ovis, B. neotomae y B. suis no se han relacionado con enfermedades humanas
(The Center Food Security, & OIE, 2009).

2.2.2. Signos y sintomas

El signo méas predominante en vacas prefiadas es el aborto, el nacimiento o término de
terneros muertos o débiles. El aborto se produce en la segunda mitad de la prefiez, con
retencion de placenta, y otras consecuencias son la metritis, esta puede ser causa de
infertilidad permanente, también se estima que la infeccidn ocasiona pérdidas de 20 % a 25
% en la produccién de leche (Ancha & Szyfres, 2001).

49
Figura 1: Signos y sintomas de brucelosis bovina
Fuente: Recuperado de https://bit.ly/2Mk5sen

2.2.3. Etiologia

La bacteria de genero brucella se presenta con la forma de coco-bacilos con un tamafio de
0,5- 0,7 micras por 0,6-1,5 micras de crecimiento lento estas no tienen capsulas ni forman
esporas son Gram-negativas no esporuladas sin flagelos. Este es un patdgeno intracelular
“facultativo” se puede decir que tiene la capacidad de establecer una infeccion en el
huésped (Solis Salas, 2008).

La Brucella es una bacteria Gram-negativa que puede presentarse bajo cultivo con una

morfologia de colonia lisa o rugosa. Los organismos lisos tienen moléculas de tipo



polisacaridos (LPS) en donde contienen una cadena polisacarida conocida como la cadena
“0”, mientras que los organismos rugosos carecen de esta cadena. La presencia del LPS
con una cadena O en la S19 explica la aparicion y persistencia de anticuerpos en el suero,
después de la administracion de esta vacuna (AGROCALIDAD, 2008).

Figura 2: Etiologia brucelosis
Fuente: Recuperado de https://bit.ly/2I13L7hf

2.2.4. Transmision de la enfermedad

La principal fuente de infeccion en los bovinos son los fetos o descargas vaginales que
tienen un gran namero de brucelas. La via de invasion méas usual en los bovinos es el tracto
gastrointestinal, por el consumo de forrajes o agua contaminada, en la inseminacion
artificial cuando no se conoce la calidad de semen que se va a utilizar. Asi mismo, las
vacas tienen el habito de lamer membranas fetales y terneros recién nacidos. En minima
cantidad, pueden favorecer a la contaminacion de materias fecales de terneros que se
alimentan de leche contaminada, ya que no todas las brucelas se destruyen en el tracto
digestivo. En el hombre también existe la transmision por contacto directo con los
animales, fetos u otros contaminantes que constituyen una fuente de infeccion, o por
contacto indirecto por la ingestién de alimentos contaminados no pasteurizados (leche
cruda) (Figura 1) (Ancha & Szyfres, 2001).
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Figura 3. Modo de transmisién de brucelosis bovina
Fuente: Ancha & Szyfres, 2001

2.2.5. Diagnostico

Para el diagndstico de la brucelosis bovina, se utiliza como pruebas de tamizaje, las
pruebas de anillo en leche y la prueba de aglutinacion Card-test en placa (Rosa de Bengala)
en suero sanguineo, y como pruebas confirmatorias la prueba serologica de ELISA
Competitiva, “FPA” u otras pruebas que puedan ser autorizadas por la OIE
(AGROCALIDAD, 2008).

2.2.5.1. Diagnostico Clinico

El diagndstico clinico no es de gran utilidad ya que no hay signos patognoménicos, el
aborto se produce en diferentes animales y es necesario realizar pruebas de laboratorio para

confirmar la presencia seroldgica y el agente etiologico (Pozo & Norofia, 2011).

2.2.5.2. Diagndstico Seroldgico

Es el elemento de eleccion para el diagndstico de brucelosis bovina ya que se han
desarrollado diferentes técnicas de laboratorio de una suficiente especificidad vy

sensibilidad unidas a un bajo costo y rapidez de realizacion que las hacen muy adecuadas
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para esta funcion. Esto permite realizar gran cantidad de muestras en poco tiempo, ademas
no requieren gran cantidad de inversién en tecnologias. Con este tipo de diagnostico lo que
se detecta son anticuerpos (IgM, IgG1 e 1gG2) y por este tipo de pruebas no se pueden
reconocer las clases de anticuerpos, pero si el predominio de alguno de estos. Se basa en el
principio de aglutinacion de los anticuerpos con antigeno a pH bajo y se divide en dos tipos
de pruebas (Pozo & Norofia, 2011).

1. Pruebas primarias o de screening

2. Pruebas secundarias o de confirmacion
2.2.5.2.1. Pruebas primarias o de screening

Prueba de anillo en leche: La Prueba del Anillo en Leche “PAL” pertenece al grupo de
pruebas indirectas empleadas en el diagnéstico presuntivo de la enfermedad, dado que
detecta anticuerpos aglutinantes anti brucela frente a la fraccion O de la cadena de

lipopolisacaridos de la membrana externa del agente etiolégico (Acosta & Ortiz, 2010).

L '\
' -
Neg Pos

Figura 4: Prueba de anillo en leche
Fuente: Recuperado de https://bit.ly/2s0QgxY

Rosa de Bengala: Esta prueba se basa en la inhibicion, inactivacion de algunas aglutininas
inespecificas a pH bajo. Es cualitativa muy sensible que detecta IgG1 y su positividad va

persistir por mucho tiempo (Ortiz & Acosta, 2000).

Resultado positivo Resultado negativo

Figura 5: Prueba Rosa de Bengala
Fuente: Recuperado de https://bit.ly/212XpGs
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2.2.5.2.2. Pruebas secundarias o de confirmacion

o “ELISA”

Esta técnica es altamente sensible, especifica, versatil y es ampliamente utilizado en
medicina veterinaria para el diagndstico de diferentes enfermedades. El principio de esta
prueba se basa en un anticuerpo monoclonal Unico, el cual compite diferencialmente con
los anticuerpos producidos en la respuesta a la vacunaciéon con S19, infecciéon por B.
abortus de campo u otros factores no especificos para un epitope o determinante antigeno
especifico enel LPS de B. Abortus (Pozo & Noroiia, 2011).

e Prueba de Fluorescencia Polarizada (“FPA”)

Segun Godfroid, Nielsen, & Saegerman, (2010) se basa en un principio fisico como es la
rapidez con que una molécula gira en un medio liquido y se correlaciona con su masa,
moléculas de pequefio tamafio giran mas rapido y despolarizan un haz de luz polarizada
mas, mientras que las moléculas méas grandes giran mas lentamente y, en consecuencia,
despolarizan un haz de luz polarizada menos. E1 “FPA” mide el grado de despolarizacion
en unidades de milipolaridad (mP). Durante el ensayo, las muestras de suero se incuban
con un antigeno especifico de B. abortus marcado con isotiocianato de fluoresceina. En
presencia de anticuerpos contra Brucella spp., Se forman grandes complejos fluorescentes.
En muestras negativas, el antigeno permanece sin complejos. Estas moléculas mas
pequefias giran mas rapidamente y por lo tanto provocan una mayor despolarizacién de la

luz que las muestras positivas para Brucella spp.

Esta prueba puede ser facilmente automatizada y es muy rapida, ya que después de mezclar
el antigeno marcado y el suero la lectura es casi instantinea. La sensibilidad a la prueba
parece ligeramente inferior a los de i-ELISA. La especificidad varia entre 98,8 % y 99,0 %.
Esta prueba ya se utiliza en los programas de control y certificacion de la brucelosis en
América del Norte y Europa. La OIE considera esta prueba como una “prueba prescrita

para comercio (Godfroid, Nielsen, & Saegerman, 2010).

La mayor fortaleza del “FPA” es la capacidad de diferenciacion entre anticuerpos

vacunales de aquellos de origen infecciosos, bajo el programa de vacunacion de terneras
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con la S19. No obstante, también se destaca su elevada especificidad, simplicidad y rapidez

en relacion a otros test como ELISA competitivo o seroaglutinacion (Meglia, et al., 2011).

Figura 6: Prueba "FPA"

2.2.6. Prevencion y control

Es importante la aplicacion de estrategias como la regionalizacion, inmovilizacion de los
animales, identificacion, trazabilidad y principalmente la vacunacion como estrategias para
la prevencion, estas son acciones sanitarias economicamente viables para los ganaderos.
En las zonas donde la brucelosis es endémica suele utilizarse la vacunacion para reducir la
incidencia de la infeccién. Cuando estéa cerca de lograr la eliminacion de la enfermedad es
preciso aplicar un programa de pruebas diagnésticas y sacrificios sanitarios para
erradicarla por completo (SENASA, & OIE, 2009).

Prevencion y

control
Estrategias
I I ]
Vigilancia Y Sacrificio
: S e Capacitacion o
epidemiologica sanitario

Figura 7: Prevencion y control de brucelosis bovina

2.2.7. Vacunacion

En todo hato ganadero deben mantener un esquema establecido de vacunacion. Esta se
debe realizar en hembras entre 3 y 6 meses de edad. En nuestro pais estan registradas en
AGROCALIDAD las vacunas S19 que esta se la realiza una sola vez a diferencia de la
RB-51 que requiere de revacunacion (AGROCALIDAD, 2008).
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2.2.7.1. Lavacuna S19

Esta se caracteriza por qué es una vacuna viva, atenuada derivada a partir de una cepa
virulenta de Brucella de morfologia lisa. Es una cepa de baja virulencia, es utilizada para
promover inmunidad protectiva en el ganado y su efectividad varia dependiendo de la
edad, dosis, via de inoculacion entre otras (Nicoletti, 1990 citado por Rojas, 2005).

Esta vacuna ha sido utilizada para todos los programas de prevencién y erradicacion de la
brucelosis bovina, cada dosis contiene 10-60*10° ufc (2 ml) que se presenta
comercialmente en forma liofilizada (AGROCALIDAD, 2008).

2.2.7.2. Lavacuna RB-51

Esta vacuna se desarroll6 a partir de la cepa lisa virulenta S-2308, para obtenerse la
mutante RB-51, ya que es una cepa rugosa estable, carente de la cadena lateral “O”. Esta
caracteristica evita la produccion de anticuerpos seroldgicos aglutinantes, detectables por
pruebas oficiales de laboratorio. Se debe administrar 2 ml por via subcutanea a hembras
bovinas de cualquier edad, su mayor ventaja es que no presenta reacciones aglutinogénicas
y su desventaja es el alto costo por dosis que se debe revacunar cada afio
(AGROCALIDAD, 2008).
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I1l. METODOLOGIA

3.1. ENFOQUE METODOLOGICO

3.1.1. Enfoque

Cuantitativo, porque la prueba de diagnéstico de brucelosis “FPA” provee resultados

numéricos.

3.1.2. Tipo de Investigacion

Explicativa, debido que esta nos permite analizar y discutir la hipdtesis planteada mediante

la revision de literatura y los resultados obtenidos se van a comparar con otros autores.

3.2. HIPOTESIS O IDEA A DEFENDER
H1. Los titulos post vacunales influyen sobre la especificidad del “FPA”

HO. Los titulos post vacunales no influyen sobre la especificidad del “FPA”
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3.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 1. Definicidn y operacionalizacion de variables

Definicion conceptual de la

Hipdtesis Variable . Dimension Indicadores Técnica Instrumento
variable

Los titulos | V. Una vacuna es una preparacion | Requisitos Sexo Observacion registros

post vacunales | Vacunacion biolégica que proporciona | vacunacion Edad

influyen sobre inmunidad adquirida activa | S19 Estudio sanitario

la ante una determinada Dosis vacunal

especificidad enfermedad

del “FPA” VD Probabilidad para que un sujeto | Tiempo en | 20-30semanas Observacion Fluorescencia
Tiempo post- | sano obtenga un resultado | semanas post- | ELISA. polarizada
vacunal negativo, la capacidad para | vacunal 96.9-100%
Especificidad | detectar a los sanos. (Nielsen, 2010)

Especificidad
animales
vacunados

Elaborado por. Autora
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3.4. METODOS UTILIZADOS

3.4.1. Procedimental

Primero se seleccion6 6 hembras en una edad de 3 - 8 meses aproximadamente que se

verificd mediante registros.

Se les realiz6 un diagnostico con la prueba de confirmacién c-ELISA previo a la
vacunacion para confirmar que las terneras eran negativas a brucelosis y posteriormente

aplicar la vacuna.

Para la inmunizacion se administré 2 ml de la vacuna S19 por via subcutanea en la tabla

del cuello utilizando aguja estéril para cada animal (anexo 1).

El muestreo se lo realiz6 semanalmente, a partir de los 8 dias después de la vacunacion,
estas fueron tomadas de la vena caudal coccigea, las mismas que se recolectaron en tubos

vacutainer, y fueron llevadas al laboratorio en refrigeracion con gel.

Luego se realiz6 el diagndstico seroldgico de las muestras en el laboratorio de la

Universidad Politécnica Estatal del Carchi.

3.4.2. Laboratorio

Para la prueba “FPA” se utilizo el kit FPA en donde utiliza un extracto de polisacarido-O
(OPS) de la bacteria B. abortus conjugado con fluoresceina.

3.4.2.1. Procedimiento de prueba “FPA”
1. Se pipeted 20 ul de muestras y controles en los tubos.
Se realizd los Controles Negativos por triplicado.

2. Se pipete6 1 ml del diluyente de muestra en todos los tubos. Se mezclaron con

cuidado.
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3. Se incubd de 3-30 minutos a temperatura ambiente.

4. Se obtuvo lecturas en blanco de todas las muestras y controles.

5. Se agreg6 10 ul del antigeno y se mezclé con cuidado.

6. Se incubd durante 3-5 minutos a temperatura ambiente

7. Se obtuvo lecturas de mP de todas las muestras y controles (OIE, 2008).
Para la validacion de la prueba se tiene en cuenta lo siguiente

1. El control negativo debe leer entre 70 y 90 mP.

2. El control positivo debe leer entre 120 y 250 mP.

3. En caso de que el control negativo esté fuera del rango, ajuste el instrumento para

leer el control medio negativo a 80 = 5 mP.

4. Si se ajusta el control negativo, y el control positivo esta fuera del rango, la prueba
se considera invalida (OIE, 2008).

De igual forma para la interpretacion de los resultados se debe tener en cuenta lo siguiente:

Calcule los valores de & mP para cada muestra restando el control negativo promedio mP
de la muestra mP. Los resultados de la prueba se interpretan de acuerdo con la siguiente
tabla.

AmP = ( muestramP — promedio control negativo mF)

Tabla 2. Resultados e Interpretacion de Resultados

Negativo Sospechoso  Positivo
<10 10-20 >20
(OIE, 2008)

Las muestras positivas y sospechosas se deben volver a analizar por duplicado. Si las

lecturas de los duplicados son iguales o inferiores a 10 A mP, la muestra se reporta como
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negativa. Si alguna de las repeticiones es superior a 10 A mP, la muestra se reporta como
positiva. Los valores de corte pueden variar de un pais a otro, para el uso diferente o el

estado de vacunacion de los animales (OIE, 2008) (anexo 2).

3.4.1. ANALISIS ESTADISTICO

3.4.1.1. Estadistico descriptivo

El nivel descriptivo esta referido al estudio y analisis de los datos obtenidos en una muestra
(n) y como su nombre lo indica describen y resumen las observaciones obtenidas. Ya que

se va a describir el tiempo post vacunacion que el “FPA” no detecta anticuerpos vacunales,

asi como su especificidad en porcentaje.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41. RESULTADOS

Luego de analizar los datos se obtuvo los siguientes resultados.

4.1.1. Funcionalidad de la vacuna S19 mediante la prueba “FPA”

Se puede observar que a la semana 0 los titulos de anticuerpos son cero, pero luego de

aplicar la vacuna, estos crecen significativamente hasta la semana 6, para luego ir

decreciendo, pero manteniéndose en el tiempo, como lo muestra la figura 2.

Funcionalidad de la vacuna $19 mediante la prueba del FPA
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Figura 8. Funcionalidad de la vacuna S19
Fuente: Datos obtenidos en campo
Elaborado por: Autora
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4.1.2. Resultados de la prueba “FPA” en animales vacunados con S19

Como se observa en la tabla 3 a partir de la semana 0 todos los resultados son negativas, al
pasar de la semana 1 ya se encuentran positivos, sospechosos y todavia algunos negativos,
pero a partir de la semana 26 (6,5 meses) la prueba de diagnéstico de confirmacién “FPA”
da resultados negativos en animales vacunados con S19, repitiéndose consecutivamente
por 3 semanas. Luego de la semana 29 nuevamente siguen apareciendo resultados
sospechosos, pero sin mostrar resultados positivos. Con el analisis de esta informacion se
determind que la especificidad de la prueba “FPA” es del 100 % a las 26 semanas post

vacunacion con S19.

Tabla 3. Resultados de la prueba “FPA” en animales vacunados con S19

N.- Arete Total de nUmero de casos

200 201 202 205 206 209 Negativo Sospechoso Positivo
Sem. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sem.1 0 2 2 1 0 2 2 3 1
Sem.2 1 1 1 1 1 1 0 0 6
Sem.3 1 0 1 1 1 1 1 0 5
Sem.4 1 1 1 1 1 0 1 0 5
Sem.5 1 1 1 1 1 1 0 0 6
Sem.6 1 1 1 1 1 1 0 0 6
Sem.7 1 1 1 1 1 1 0 0 6
Sem.9 1 1 2 1 0 1 1 1 4
Sem.10 1 1 2 1 1 1 0 1 5
Sem.11 2 0 2 1 1 2 1 3 2
Sem.12 1 1 0 1 1 1 1 0 5
Sem.13 1 2 0 1 1 2 1 2 3
Sem.14 2 2 2 1 1 2 0 4 2
Sem.15 2 2 0 2 0 0 3 3 0
Sem.16 2 0 0 2 1 2 2 3 1
Sem.17 2 2 0 1 2 2 1 4 1
Sem.18 2 2 0 2 2 2 1 5 0
Sem.19 2 0 0 0 2 2 3 3 0
Sem.20 1 2 0 2 2 0 2 3 1
Sem.21 0 0 0 2 2 2 3 3 0
Sem.22 2 0 0 0 2 0 4 2 0
Sem.23 0 0 0 2 0 0 5 1 0
Sem.24 2 0 0 2 0 0 4 2 0
Sem.25 2 2 0 2 0 2 3 0
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En donde
0 = Negativo
1 = Positivo

2 = Sospechosos

Fuente. Datos obtenidos en laboratorio
Elaborado por: Autora
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4.2. DISCUSION

De los andlisis realizados con la prueba de diagndstico de confirmacion “FPA” se
obtuvieron resultados que a la semana 0 no existen niveles de anticuerpos porgue esta
semana es previa a la vacunacién, pero después de unos dias de la vacunacion existen
niveles muy altos de anticuerpos por la aparicion pronta de la inmunoglobulina IgM y
luego de la IgG, como fue descrito de igual forma por Nielsen & Col, (1996) citado por
Pino, (2000) manifestando que luego de la vacunacion con S19 los LPS que forman parte
de la membrana externa de la envoltura celular de la bacteria, que producen la respuesta
inmune mediante los linfocitos. En las cuales sus efectores son las inmunoglobulinas que
comprende las proteinas que posee actividad de anticuerpo, siendo estas la
inmunoglobulina M (IgM) que aumenta rapidamente es decir de 3 a 7 dias después de la
vacunacion, y alcanza su méaxima concentracion a la 3- 4 semana, y que al pasar el tiempo
las concentraciones de las inmunoglobulinas en el suero se van reduciendo, pero sin
desaparecer por varios meses. Asi mismo, Cuenca, (2012) indica que la inmunoglobulina
G (IgG) aparecen después de la IgM, llegando a su mayor concentracion de los 28 a 42
dias después de la vacunacion. Estas inmunoglobulinas disminuyen antes de la IgM a partir

de los 6 meses después de la vacunacion.

La prueba de Fluorescencia Polarizada “FPA” arroja resultados positivos hasta la semana
25, pero a partir de la semana 26 por tres semanas consecutivas arroja resultados negativos,
para luego dar resultados sospechosos. La razén por la que se muestran resultados
positivos a “FPA” hasta la semana 25 se debe a reacciones cruzadas por la vacunacion,
debido a que existen niveles muy altos de anticuerpos luego de la vacunacion por la
aparicion pronta de la inmunoglobulina IgM y luego de la I1gG, como fue descrito de igual
forma por Nielsen & Col, (1996) citado por Pino, (2000). Los resultados negativos a partir
de la semana 26 hasta la 29 se debe a que existe un principio fisico como es la rapidez con
que una molécula gira en un medio liquido se correlaciona con su masa, como hay menor
concentracion de anticuerpos el principio de unién antigeno anticuerpo se forman
moléculas de tamafio pequefio que como dice el principio de la prueba giran mas rapido y
despolarizan un haz de luz mayor esto fue mencionado por Godfroid, Nielsen, &
Saegerman, (2010).

Ademas a partir de la semana 29 aparecen resultados sospechos que se pueden atribuir a

problemas con la calidad de los sueros, estrés del animal, los reactivos o por el
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congelamiento y descongelamiento, entre otros como lo menciona Castillo, (2012) que
indica que se deben mantener las muestras refrigeradas con un empaque adecuado para
conservarlas por debajo de los 20 a 30 °C hasta su llegada al laboratorio. De la misma
manera, el Ministerio de Agricultura de Chile, (2013) indica que las muestras a procesar y
el Kit de FPA deben estar a temperatura ambiente al momento de realizar los analisis,
ademas de que se debe seguir las instrucciones del Kit FPA para que los resultados no se

vean afectados por los factores ya mencionados.

Con la informacion antes menciona se define la especificidad del “FPA” de 100% en
muestras de animales vacunados con S19 a los 6,5 meses postvacuancion, en donde
resultados similares de especificidad fueron descritos por, Martinez, Torioni, Jacobo, &
Cipolini, (2008) donde mencionan que el “FPA” posee una especificidad del 98,60 % , de
igual forma, Cisterna, Conde, Hollender, Martino , & Samartino, (2015) también

coinciden que la espefificidad de esta prueba del “FPA” es de 99,8 %y 98,9 %.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

La vacuna S19 para brucelosis muestra una funcionalidad propia de una vacuna viva,

proporcionando una inmunidad adecuada al animal en el tiempo.

La especificidad del “FPA” es de 100% a los 6.5 meses post vacunacion con S19.

El tiempo Optimo post vacunacion para el diagndstico serolégico con “FPA” de animales

vacunados con S19 es de la semana 26 es decir 6,5 meses.

5.2. RECOMENDACIONES

Vacunar a hembras bovinas en edad de 3-6 meses con la vacuna S19.

Muestrear animales a partir de la semana 26 post vacunacion con S19 para el diagnostico

con la prueba “FPA”.

Ajustar el punto de corte del “FPA” para la situacion epidemiol6gica donde se va a aplicar

En caso de no tener registros muestrear a hembras bovinas a partir de 1,5 — 2 afios de edad.

Utilizar el “FPA” en combinacién con otra prueba diagndstica seroldgica en el esquema

indicado a continuacion:
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Tabla 4. Diagndstico Seroldgico

Diagnostico Seroldgico — Suero

Diagndstico Tamiz

Diagndstico Confirmatorio

RB

13 FPA”

C‘FPA”

c-ELISA

Elaborado por: Autora
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VIl. ANEXOS

Anexo 1.
Vacuna S19

BRUCELLA CEPA 19

Wacuna contra Brucella abortus Cepa 19,

SO EN:

Bavinos.

DOSIS Y VIA DE ADMINISTRACION:

Daosis: 2.0 ml,
Wia de admimistracion: Subcutanea.
PRESENTACION:

Frasco con 10 dosis (20.0 ml).

Figura 9: Vacuna S19
Fuente: Recuperado de https://bit.ly/2JSIBMG

Vacuna de Brucela -
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Anexo 2.
Kit FPA

BRUCELLA S ANTIBODY TEST KIT, FPA (Produc: Code B1001 « Package Insert 0515)

©
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: §F & ¢
4 Cal
The BRUCELLA S ANTIBODY TEST KIT, FPA is a qualitalive test usng Fluccescence Folarization lechnology desigied 3 | (3~} S g o
1o determing the presence of antibodves in serum, plasma, or milk samples, sganst species of the genus Brucelly sS ~— - m o
Wwhich procuce Smooth colomes (8. mrelirensiy. B. aborrux a0d 8. vuis - Bev. soi. tech . OIE 1982). The presence of o - - | o 8 =
Artibodies i kucative of price mlechion with Brucella E N. g’ | rowx = <
Brocella FPA has been sabidated for testing samples 10 cattle, sheep, goats. swine. cervids, bison. buffalo, cam- g ’ o~
els and other species as well Contact us lor mofe 62115 s ] <
Thet tiagnoatic test yses an O-polysaccharide (0PS) ectacted from Brucells shortus hacterls aod conjugated ith Bupnescen -3 _ _5_ 1 é
A fluoresconce polirizssion instrument & wsed 1o messure (e polanzation stale of 1he Kight omitted by the (PS conpupaty ) s B 3
(Trackr). Whin no astbodies ace présent, tha polarization 16 | w Paliruation increases when antibadies bind 1o e Trace ¢ = >
e ——— e T ——
Kit Contents Preliminary Steps Test Validation
it size 250 tests 1000 Tests Prepase Sample Diluent by miing poe part of 1. The Negative Control mus! read between 70 ang
Posi®  “antal = TR = 25X Sample Diluent with 24 parts of distilled of % mP
; 4 iy 55) Oeionized waler 2 The Positive Conbrol must read between 120 and
o v ™ " Check if the Sample Diluent & free of parliculstes. 250 mP
25X Sample Diluent 50 mi Somi Heat up 10 37°C to dissolve 21y Crystals. Then bring 3. In case the Negative Control 45 outside of the
Tracer 25mi 10mi 10 mom temperature 1or use range, adjust the instrument 10 raad mean Nega-
Samples must be Mee of particotates: Cenlrifuge all tive C":""” at B0 =5 mP For hurther instructions
Materials Required But Not Provided samgles containing any visible parficulstes, Hemo consult the Msirument manual. Depending on

Other mguised matarials not provided ave: an FP Inswumen,
10475 mm borosilicate glass test tubes Sor ube instruments,
Sentry Micropiate Strips or Sentry Deepwell Strips for strip
feaders, black microtiter plates for microplate instrument,
pipetiors and pipelte tips and distilled or deionized water

Storage & Stability

Refrigerate 25X Sample Diluent at 2-8°C or store
toom temperature. Store Tracer at 2-8°C. Controls
that are frequently in use are stored &t 2-8°C for up
10 Six weeks. For longer term storage aliqot controls
and store them at -20°C or Jower. During use, avoid
eposing Negative Control 1o temperatures higher then
room temperature (up to 25°C), Kit is transported ina
€00, aatatempernature between 0 and 15°C,

Warnings

Polarization readings are altected by lomperature, all
reagents used in the test should be at the same
temperature as samples tested. Avod flemperature
YaQlions dunng Ine teshing

Avolg pepelting which creates bubbles. Use good
quility calibrated pipetios. Avald practices that may
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to the MSOS. Avold ingestion, eye confact, skin
contact and other polential detrimental exposure,
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azide.

Do ol usa expieed of conlaminassd components; of
components from other ks Do 0ot mix components
from differont oanutacteed lots.

Ingirsnents used 10 read test resulls must be
obtained from or approyed by Ellie. No warranty
of perlormance S guaranieed otherwise

Figura 10: Kit FPA

lyred samgles are acceptabld for lesting. Lyophilized
samples should be reconstiuytad completely, and
Irazen samples fully hawed and moed

Chalty midk samples using ClearMilk™ butter
according o the enclosed procedure  Colostrum
SIS st be delpioaiod butan use

Testing Procedure

1. Pipette 20 pl of samples and controls mlo
tubes dor Sentry tube instrument. sirp wells
for Sentey Strip Reaoer o wells of the micioll-
fer plate for Senlry microplale instruments.
Run Negative Contiols in triplicate. Bu carelul
10 avoid bubbies when pipetting indo the stnps
of micioliter plates

NOTE: When 1esting in tubes or Sentry Strips.
repeat controls after every 60 samples or 6
stips

2. Ppette 1. mi of the Sample Diluent into all 1ubes
o wells of Sentry deepweil sirips. M carelully,

Ppette 180 pl of Sample Dikuent into afl mi-
croliser siipadils of the microtiter plate. Mix
caredully.

3. Incubate for 3-30 minutes at room em-
peralure

4. Obzain blank readings of all samales and con-
wols

5. Add 10 gl ol Tracer wito alt twbes/wells con-
13ining contrals and samples. Mix casefully

6 Incubate for 3-5 minutes & room femperatue
7. Utz mP readings 0! 2% samgies and conliols

the Instrument, this can b done without retess-
Ing samples.

4 | the Negative Conbol is adjusted, and te
Fositive Control {8 cutside of the range, tegt |3
considered wvabd Please contagt technical
wnoort

Results & Interpretation

Calculate AmP walues for cach sample by subtract-
Ing mean Negative Control mP from sample m# Test
results ane interpeatad acconding 10 the lolawing table

AmP = (sample mP — Avg Neg Conlrol mP)

Negatne Suspect Po
=10 10-20

Positive and suspect samples must be retested in
duplicate. If both retests read equal or less then 10
AmPme samgle ks reported a8 Negative. If any of the
re¢ests is higher then 10 AmP the sampée is seported
a5 Positive

Cutolt vakues may vary om country 10 country, fot
Uitieren! use of VACCIRRING SZAIUS of animals.
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