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RESUMEN

Se analiz6 la seropositividad a Brucella abortus durante la ejecucién del Proyecto
Contrato Plan Narifio para la certificacion de predios pequefios (< 20 animales)
como libres de Brucelosis bovina. Realizado por el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA), en el transcurso de 24 semanas comprendido entre el 1 de
septiembre de 2014 y el 13 de febrero de 2015.

Se procesaron un total de 24018 sueros sanguineos, mediante la prueba tamiz de
Fluorescencia polarizada (FPA) y la prueba confirmatoria de ELISA competitiva.
Con el fin de analizar la situacion epidemiolégica actual de la enfermedad y
determinar el impacto sobre la poblacion animal.

Los resultados que se encontraron indican que la zona sur del departamento de
Nariio presentd el 0.19% de seropositividad, con 47 animales positivos,
representando la mayor seropositividad de la enfermedad en las zonas
estudiadas.



ABSTRACT

Brucella abortus seropositivity was analyzed during project implementation
Contracto Plan Narifio for certification of small farms (< 20 animals) as free from
bovine brucellosis. Made by the Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), during
24 weeks period from September 1, 2014 and February 13, 2015.

A total of 24018 blood serums were processed through polarized fluorescence
screening test (FPA) and competitive ELISA confirmatory test. With the aim of
analyze the current epidemiological situation of the disease and determine the
impact on the animal population.

The results found indicate that the southern zone of the department of Narifio
presented the 0.19% seropositivity, with 47 positive animals, representing higher
seropositivity of disease in the study areas.
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GLOSARIO

ABORTO: expulsion prematura de la concepcién en el Gtero y término de la
gestacion antes que el feto sea viable.

ANTICUERPO: sustancia producida en el organismo animal por la presencia de
un antigeno, que ocasiona una reaccion especifica.

ANTIGENO: sustancia que introducida en el organismo animal da lugar a
reacciones de defensa como la produccion de anticuerpos.

BACTEREMIA: presencia temporal de bacterias en sangre.

BRUCELOSIS: enfermedad de naturaleza infecto-contagiosa producidas por el
género Brucella, conocida como aborto contagioso y trasmitida al hombre por los
animales domeésticos.

COCOBACILO: célula bacteriana oval intermedia entre las formas coco y bacilo.

ELISA COMPETITIVA: ensayo inmunoenzimatico competitivo para la deteccion
de anticuerpos seéricos contra Brucella abortus tanto en especies domesticas como
en especies salvajes

ERITRITOL: sustancia producida por el feto y capaz de estimular el crecimiento de
Brucella abortus. Existe de forma natural en sus maximas concentraciones en la
placenta y liquidos fetales.

EPIDIDIMITIS: inflamacion del epididimo.

FLUORESCENCIA POLARIZADA (FPA): ensayo cualitativo para FPA, utiliza
tecnologia de polarizacion de fluorescencia y permite determinar la presencia de
anticuerpos de Brucella abortus en suero bovino. La presencia de anticuerpos
indica una infeccidén previa con B. abortus o una vacunacion con cepa lisa (cepa
19). Los bovinos vacunados con cepa rugosa (RB 51) no reaccionan
positivamente al ensayo

HOSPEDERO: animal o planta que alberga y proporciona sustento a otro
organismo.

INFERTILIDAD: incapacidad de concebir y producir vastagos viables.

INMUNOGLOBULINAS: proteina del suero especializada que suele producirse
tras la exposicion a anticuerpos.



INHALACION: forma de trasmision de la infeccion al producirse el ingreso de
organismos patogenos a través de vias respiratorias.

INOCULACION: introduccién en un organismo de una sustancia que contiene los
patogenos de una enfermedad

LIPOPOLISACARIDO: molécula compuesta por una parte lipidica y una parte
polisacarida.

MACROFAGO: cualquiera de las células fagociticas, grandes y mononucleares
derivadas de las células de la medula Osea, los pro monocitos de las cuales
derivan los monocitos, entran en la corriente sanguinea y estan unos pocos dias
antes de transformarse en macréfagos.

MICROORGANISMO: organismo microscopico; los de interés veterinario son las
bacterias, virus, rickettsias, hongos y protozoos.

MORTINATO: criatura que nace muerta.
ORQUITIS: inflamacién del testiculo.

PORTADOR: animal que hospeda un microorganismo patégeno en su cuerpo sin
manifestar signos, actuando como reservorio y distribuidor de la infeccion.

PASTEURIZACION: método que consiste en calentar la leche u otros liquidos a
una temperatura de 60°C durante 30 minutos, destruyendo las bacterias
patégenas y retrasando considerablemente el desarrollo de otras bacterias.
PATOGENO: microorganismos o sustancias que afectan el organismo animal.

PORCENTAJE DE INHIBICION: en el animal infectado es el predominio de
anticuerpos (Ac) contra la parte interna de la cadena O.

RESERVORIO: portador pasivo de un organismo patdégeno.
TRANSPLACENTARIA: a través de la placenta.

VACUNA: preparado de antigenos procedentes de microorganismos patdégenos
cuya finalidad es la creacion de anticuerpos que reconozcan y ataquen a la
infeccion y por lo tanto produzcan inmunidad.

ZOONOSIS: Enfermedad o infeccién que se da en los animales y que puede ser

trasmisible al hombre en condiciones naturales, siendo los humanos Unicamente
hospederos accidentales.



INTRODUCCION

El Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) actualmente se encuentra en ejecucion
del proyecto “Contrato Plan Narifio” el cual consiste en certificar pequefos predios
productores de leche como libres de Brucelosis bovina, estas explotaciones se
caracterizan por poseer entre 1 y 20 animales bovinos que son muestreados por
funcionarios del ICA, con el objetivo de conocer la prevalencia de Brucelosis
bovina y establecer medidas sanitarias para la eliminacion de los animales
positivos que mantienen la infeccion en el departamento de Narifio.

Las pruebas serologicas para el diagnostico de brucelosis bovina, permiten
alcanzar el andlisis de grandes volimenes de muestras en menor tiempo y a bajos
costos. Esto llevara a conocer la seropositividad de la enfermedad en la region y
su importancia en la salud animal de la zona.

El ICA' menciona que el diagnéstico mediante ELISA competitiva detecta
anticuerpos producidos por infeccibn mediante la inhibicién de la reaccion de un
anticuerpo monoclonal especifico contra el polisacarido terminal de Brucella
abortus. En Colombia se considera la técnica mas especifica para diagnosticar la
enfermedad y la red oficial de Laboratorios de Diagndstico Veterinario del ICA, la
desarrollo para el diagnostico y manejo de la Brucelosis en Colombia

Segln Rodriguez® Se considera que ELISA competitiva a diferencia de ELISA
indirecta y otras pruebas convencionales usadas en serologia para Brucelosis,
tiene la capacidad de detectar animales en estadios tempranos de infeccion,
ademas diferencia los anticuerpos por infeccion de los producidos por vacunacion
con cepa 19y la eliminacién de animales falsos positivos. Los kits usados en estas
técnicas son especificos para epitopes de fracciones de lipopolisacarido de
moléculas lisas, mas especificamente la porcion O de la cadena del polisacarido.

Segun el ICA® Brucelosis bovina se ha reportado en 25 de los 32 departamentos
de Colombia, entre los que aparecen con mas registros de diagndsticos positivos
areas de Arauca, Bolivar, Boyac4, Cordoba, Cundinamarca, Magdalena, Narifio y
Sucre. Por esta razon el ICA desde el afio 2009 inicio el trabajo de zonificacion en
el pais, para identificar la zonas y regiones que podrian proyectarse como libres
de esta enfermedad por su condicion sanitaria, buscando con esta estrategia
lograr la disminucion de la enfermedad y una mayor cobertura de ganaderos
beneficiados, por la certificacion de los predios, fortaleciendo de la productividad y
los ingresos econdmicos por mayores precios en la comercializacion.

LICA. Brucelosis bovina, prevencién, diagndstico y control. 2010. p. 9

2 Rodriguez, A. Norma Técnica Para el Diagnéstico y Tratamiento de Brucelosis Humana. Manual
de Brucelosis. Consejeria de sanidad y bienestar social. Deteccién general de salud publica de
Castilla de Ledn [citado 10 junio de 2014]

*ICA. Opcit. p. 9
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1. ESTADO DEL PROBLEMA

El ICA* afirma que: en Colombia en el afio 2012: “La cantidad de predios y bovinos
examinados para el departamento de Narifio: fueron 12238 predios, con 1123
seropositivos, (9%) y se analizaron muestras de 54955 bovinos, con 1624
positivos (3%), un total de 53754 hembras bovinas con 1617 positivas (3%), para
los machos bovinos se analizaron 1201 muestras con 7 positivos (1%)”.

El INS® informa que “en el departamento de Narifio, el laboratorio de salud publica
proces6 93 muestras de personas que trabajan con animales en produccion
ganadera de municipios como Ipiales, Pasto y Cumbal, de las cuales 14 (15%)
resultaron positivas a Rosa de Bengala, a las que se les realiz6 las pruebas de
ELISA Competitiva y Fijacion de Complemento por parte del ICA resultando cinco
casos positivos a brucelosis”.

Pantoja y Ruiz® mencionan que Narifio por su elevada produccién ganadera es un
departamento de alto riesgo de prevalencia de Brucelosis por sus producciones en
minifundios, que se caracterizan por el bajo alcance a asistencia profesional,
situacion que genera problemética en el sector agropecuario ya que esta
enfermedad ocasiona pérdidas econOmicas al ganadero por la presencia de
abortos en explotaciones y el descarte de animales infectados, constituye ademas
un problema en la salud de consumidores y manipuladores de productos
derivados de la ganaderia expuestos a infectarse con la bacteria.

* ICA: Sistema de informacion y vigilancia Epidemiolégica. Sanidad animal 2012. p. 83

® INSTITUTO NACIONAL DE SALUD: Subdireccién de Vigilancia y Control en Salud Publica,
Grupo Zoonosis. Bogota. 2009

6 Pantoja, A. y Ruiz, D. Andlisis retrospectivo de la seropositividad a Brucelosis bovina
diagnosticada en el centro de diagnostico del Instituto Colombiano Agropecuario de Pasto
mediante prueba de rosa de bengala, entre los afios 1996 — 2004, determinando la asociacién con
los sistemas productivos y las zonas geograficas como posibles factores de riesgo. Pasto.
Universidad de Narifio 2005.
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2. MARCO TEORICO
2.1 DEFINICION

Segln Chung’ la Brucelosis es una enfermedad de etiologia bacteriana producida
por microorganismos del genero Brucella. Las Brucelas se localizan
principalmente en los o6rganos del tracto genital produciendo abortos en las
hembras y orquitis y epididimitis en los machos, procesos que pueden ser causa
de esterilidad permanente

El ICA® informa que la Brucelosis bovina es conocida como aborto infeccioso.
Afecta a bovinos de todas las edades, persiste con mayor frecuencia en animales
sexualmente adultos, principalmente en ganaderias de cria y leche, ademas, son
susceptibles a la enfermedad otras especies como los porcinos, ovinos, caprinos,
equinos y bufalos, produciendo en éstas variados signos.

Pantoja y Ruiz® Es una enfermedad que representa riesgo de transmisién en la
poblaciéon humana y animal del suroccidente Colombiano, por la elevada densidad
de animales que conforman el eje lechero de la region y que en su mayoria se
encuentran ubicados en los municipios que presentan frontera con el Ecuador. El
riesgo aumenta por la presencia de animales de contrabando que transitan entre
los dos paises y que carecen de medidas de sanidad, atentando contra la salud de
los ganaderos y del personal de campo, ademas de ser el medio de sustento
econdmico de personas del sector rural por lo venta de productos derivados de los
lacteos, asi como de los consumidores de leche.

2.2 ETIOLOGIA

Segln Blaha'® Morfoldgicamente la Brucella abortus no se distingue de las otras
especies (B. melitensis, B. suis, B. canis, B. neotomae y B. ovis) todas las
brucelas se pueden diferenciar entre si por sus propiedades biolégicas y
serolégicas. Las especies de brucela, como B.abortus sobreviven hasta 120 dias
en el medio ambiente sobre sustancia organica como heces, residuos de abortos y
leche. Realizar un almacenamiento adecuado de estiércol origina su rapida
destruccion. También todos los desinfectantes habituales que se encuentran en el
comercio destruyen las brucelas de forma rapida y segura, cuando se utilizan
correctamente.

" Chung. Y, Tratado de microbiologia veterinaria. Editorial Acribia. p. 283

8ICA, Direcci6n técnica de sanidad animal. Brucelosis Bovina Prevencion, diagnéstico y control.
Bogot4, D.C. 2010. p. 3

° Pantoja, A. y Ruiz, D. Op cit. p. 19-20

9 Blaha, T. Epidemiologia especial Veterinaria. 1995. p.155

20



Chung™ indica que las brucelas pueden permanecer viables en la orina, leche,
agua y tierra humeda incluso por 4 meses. Resisten la congelacién y la
descongelacion pero son destruidas por las temperaturas de pasterizacion, por el
calentamiento a 60°C durante 10 minutos y por los desinfectantes usuales.

2.3 FUENTES DE INFECCION Y TRANSMISION

Blaha'” menciona que las principales fuentes de contagio son las novillas o vacas
en proceso de parto, ya que el feto y productos de aborto se vierten al medio
contaminando camas de paja, piensos y utensilios. La principal via de contagio es
la oral, por consumo de piensos contaminados, aunque también puede
transmitirse mediante la inhalaciébn de polvo contaminado de brucelas, y por
contacto directo. En bovinos sin infeccion de B abortus, la enfermedad suele
ingresar con animales en infeccion latente, sin sintomas clinicos que entran al
predio; también con toros utilizados para reproduccion infectados o en esperma
contaminado.

La Asociacién Colombiana de infectologia®® dice que la brucelosis se trasmite
incidentalmente al ser humano, quien juega un papel minimo en su propagacion.
Su transmision se produce por el contacto de tejidos, sangre, orina, secreciones
vaginales de fetos abortados y en especial placenta. También se presenta por
ingestion de leche cruda y productos lacteos provenientes de animales infectados
y por auto inoculacién accidental de la vacuna de Brucella cepa 19.

2.4 EPIDEMIOLOGIA

2.4.1 Distribucién geogréfica. La brucelosis se encuentra distribuida en la
mayoria de paises del mundo (Figura 1)

1 Chung, Y. Op cit. p. 284

'2 Blaha. T. Op cit. p. 155

3 Asociacién Colombiana De Infectologia, Simposio Internacional de Enfermedades Emergentes y
Remergentes. Memorias del simposio internacional de enfermedades emergentes y re-
emergentes. Asociacion Colombiana de infectologia: Barranquilla. 2004. p.5
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Figura 1. Distribucion Mundial de la Brucelosis

Paises en color amarillo: Libre de Brucelosis
Paises en color verde: Presencia de Brucelosis

Fuente: httpwww.fao.orgagagainfoprogrammesenempresgempavisB103-
brucellosistools0_geo_world-distribution.html

Segun la OMS™ “en América Latina los paises que demuestran tener mayor
incidencia de la enfermedad son Argentina, México y Peru, seguidos de Colombia,
Chile y Ecuador”. A nivel mundial la enfermedad se encuentra en casi la totalidad
de los paises del mundo, con algunas excepciones como Estados Unidos,
Australia, Alemania, Japon, Bélgica y Holanda.

La OIE™ informa que: Los mayores niveles de incidencia se sittan en Oriente
Medio, la Region Mediterranea, Africa, China, India, Perti y México. Actualmente el
crecimiento mas agudo en numero de casos se esta registrando en paises de Asia
Central y Suroriental. Se cree que varios paises de Europa Occidental y del Norte,
asi como Canada, Japon, Australia y Nueva Zelanda, estan libres del agente
infeccioso.

Pefia y Monroy*® han clasificado a Colombia en &areas de alta, media y baja
seropositividad, que se distribuyen de la siguiente manera: Narifio, Caqueta,
Cundinamarca, Casanare, Boyaca, Arauca, Sucre, Bolivar, Magdalena, Cérdoba y

1 Organizacion Panamericana de la Salud / Organizacion Mundial de la Salud. Manual de
procedimientos: “técnicas para el diagndstico de brucelosis en humanos”. Lucero Nidia, Escobar
Gabriela, Ayala Sandra y Hasan Deborah. 2008. p. 3-6.

>OIE. Brucelosis. p 2.

'° pefia y Monroy. Programa Para El Establecimiento De Fincas Libres De Brucelosis Bovina.
Bogoté: Instituto Colombiano Agropecuario, 2001. p15
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Guajira, son areas de alta seropositividad, con un porcentaje de mas de 5 %;
Cauca, Valle, Quindio, Risaralda, Santander, Norte de Santander, Atlantico, Cesar
y Puerto Carrefio como areas de mediana seropositividad, con un porcentaje entre
2.1 % y 5 %; Putumayo, Huila, Meta, Tolima, Caldas, Antioquia y Chocé como
areas de baja seropositividad inferior al 2 %

Orejuela et al'’ sefiala que la prevalencia de Brucelosis bovina es de 3,2% en los
hatos lecheros de la Region Andina, 3,1% en la Region Caribe y 1,5% en el
Piedemonte Llanero, lo cual implica un amplio riesgo de adquirir la enfermedad
especialmente en alimentos sin la preparacion correcta.

2.5 PATOGENIA

Segln Castro et al*® los primeros anticuerpos que se generan en el curso de una
infeccion son de clase IgM, seguidos de IgG e IgA, dependiendo de la especie
animal. El ingreso de Brucella abortus en el organismo induce la activacion de los
mecanismos de defensa que se inician con la participacion de algunos
componentes de la inmunidad innata, como neutréfilos y macréfagos. Los
neutrofilos son las primeras células del hospedero que se ponen en contacto con
Brucella que es capaz de sobrevivir y multiplicarse dentro de los neutréfilos
durante el curso de la infeccion y de esta forma ser transportada a los tejidos
linfoides. Ademas se ha demostrado que Brucella posee mecanismos que evitan
su destruccion.

Chung® informa que los microorganismos son transportados a los nédulos
linfaticos regionales por via linfatica y si no son detenidos siguen multiplicandose
tras su diseminacion hematdégena. Si se localizan en los macrofagos la Brucella
esta protegida contra la accién de anticuerpos y muchos antibiéticos (Figura 2).

17Orejuela et al. Brucelosis en Colombia Salud Animal 2008. Sistema de Informacion y Vigilancia
Epidemioldgica. Instituto Colombiano Agropecuario ICA. Informe Técnico. Bogota 2009

8Castro et al. Brucelosis: revisién practica. Argentina, 2005. p. 5-6

YChung, Op cit, p.285
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Figura 2. Ingreso de Brucella abortus al organismo

Fuente: http://quimicaclinicauv.blogspot.com/2006_11 01 archive.html

Jutz,?® indica que la Brucella por ser una bacteria intracelular facultativa puede
sobrevivir dentro de la célula del hospedador causando una enfermedad infecciosa
cronica que puede persistir durante toda la vida del animal, llevando a animales a
ser portadores y diseminadores de la enfermedad

Blood y Radostis?! informan que Brucella abortus tiene predileccién por colonizar
el Utero gravido, ubre, testiculos y glandulas sexuales masculinas accesorias,
ndédulos linfaticos, capsulas y bolsas articulares. En la vaca adulta no infectada
suele ocurrir localizacién en la ubre, donde puede transmitirse a través de la leche,
y en el Gtero, que si resulta gravido, se infecta a partir de fases bacteriemicas
periodicas, que se originan en la ubre. El eritritol, una sustancia producida por el
feto y capaz de estimular el crecimiento de Brucella abortus, existe de forma
natural en sus maximas concentraciones en la placenta y los liquidos fetales, y es
probablemente responsable de que la infeccion se localice en estos tejidos.

SegUn Benitez?* a nivel clinico, es importante sefialar que la Brucella al invadir los
placentomas en desarrollo, liquidos y tejidos fetales, pueden producir dafio
intenso, lesionando severamente la funcion placentaria y por consiguiente la
circulacion materno/fetal, dando lugar a los abortos, eliminandose enormes
descargas de bacterias en los tejidos y loquios abortados en el ambiente del hato

2Jutz, Samuel. Sanidad animal. Tarjetas de las enfermedades. Departamento de agricultura. [en
linea]. FAO, Direccion de produccién y sanidad animal. 2000. (Citado el 12 de Noviembre de 2014).
Disponible en internet: <URL : http://www.org/ag/againfo/es/health/diseases-cards/brucellosis-
bo.html>

?'Blood y Radostis. Medicina Veterinaria. Estados Unidos: McGraw-Hill Interamericana. 1992. p.
731

%2 Benitez, A. Determinacion de la seropositividad a anticuerpos de Brucella sp mediante prueba de
Rosa de bengala, en la poblacion bovina del municipio de Guachucal (Narifio). San Juan de Pasto
2003. p. 39
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en produccion de leche, lo que representa el principal riesgo de contaminacion de
alimentos y la principal fuente de infeccion para los animales susceptibles.

2.6 SIGNOS CLINICOS

La OIE® afirma que “suele tratarse de una enfermedad leve, y la hembra infectada
muestra pocos signos clinicos hasta que aborta. A veces se observa inflamacion
testicular en los machos, y ocasionalmente la bacteria se instala en las
articulaciones, donde provoca artritis”.

El ICA** menciona que en las hembras el aborto (figura 3), se presenta entre el
sexto y noveno mes de gestacion. Las vacas infectadas pueden continuar su vida
reproductiva aparentemente normal, convirtiéndose en diseminadoras silenciosas
de la enfermedad, Otro signo de la enfermedad es la presentacion de retencién
de placenta o secundinas. La presencia de metritis puede ocasionar infertilidad
permanente y nacimientos prematuros o terneros débiles. Merck® indica que en
los machos la infeccidén produce inflamacion o atrofia de los testiculos ademas de
abscesos, Infertilidad o disminucion de la libido, inflamacion de las vesiculas
seminales excretado el microorganismo en el semen, en ocasiones puede producir
artritis.

Figura 3. Signos de Brucelosis bovina

Fuente: http//elhacendado.galeon.combrucelo.htm

2.7 DIAGNOSTICO

Blaha®® menciona que la sospecha de brucelosis surgira siempre que se produzca
un aborto, que sean frecuentes las retenciones de placenta con subsiguientes

# QOIE. Brucelosis. p. 3
**ICA. Op, cit. p.6
% Merck. Manual Merck de Medicina Veterinaria. 4°. Ed. Barcelona: Océano, 1993. p. 769.
26 :
Blaha Op cit. p. 154
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endometritis, artritis y orquitis de los toros. Merck®’ indica que la sospecha de
brucelosis basada en datos clinicos se aclarara remitiendo para analisis el feto
abortado, envolturas fetales, muestras de sangre y leche para su analisis
bacteriolégico y seroldgico. Para Castro et al®® el diagnéstico se considera seguro
cuando se evidencia bacteriolégicamente o se aisla B. abortus a partir de cultivos
de fetos, sangre, médula O6sea u otros tejidos y se comprueban titulos de
anticuerpos en sangre y leche. La brucelosis subclinica en uno o varios individuos
de la poblacion, resultante a su vez de analisis serologicos dudosos sin
acompafamiento de sintomas clinicos, se aclarara aislando a los animales en
cuestion, procediendo a realizar sacrificios diagnésticos y 2 pruebas de analisis
de sangre y leche a toda la poblacion vacuna. Los métodos serolégicos solo
aportan un diagndstico presuntivo.

Chung® informa que en animales muertos, los tejidos mas apropiados para
contener microorganismos son los nodulos linfaticos supramamarios,
mesenteéricos, retrofaringeos, iliacos internos, el bazo, higado y utero, lo mismo
qgue el liquido articular de articulaciones con aumento de tamafo. Los productos
del aborto son las fuentes de microorganismos mas ricas, como la placenta,
membranas y liquidos fetales y del contenido estomacal del feto.

2.7.1 Pruebas de diagnostico de uso en Colombia: Las de mayor importancia
en la deteccion de la enfermedad

2.7.1.1 Los métodos directos: Segun el ICA* permiten identificar el agente
etiolégico en una muestra del animal enfermo o infectado. Las muestras se deben
conservar en refrigeracion y enviarse al laboratorio en el menor tiempo posible. El
éxito de aislamiento depende de varios factores como el estado de la muestra, el
método de transporte, la asepsia en el momento de tomarla, la temperatura a la
que se envié y el manejo de la misma en el laboratorio. Los métodos son cultivo
bacteriologico, tipificacibn y PCR para la identificacion de especie
(Realizadas unicamente en los Centros de Diagndstico del ICA).

2.7.1.2 Los métodos indirectos: El ICA* informa que buscan la presencia
de anticuerpos especificos anti-brucella en el suero del animal enfermo o
infectado. Como en ocasiones no es posible esperar el tiempo que se requiere
para obtener un aislamiento de brucelas y éste no siempre se logra, con gran
frecuencia se recurre a las pruebas indirectas para establecer el diagnostico. La
busqueda de estos anticuerpos en se efectla en forma rutinaria como la mejor

2" Merck. Op cit. p. 789

%8 Castro. et al. Brucelosis: una revisién practica. p 6.

» Chung, Y. Op cit. p. 288 - 289

%0 |CA. Pruebas para el diagnéstico de Brucelosis en Colombia. [En linea] Disponible en internet:
http://www.ica.gov.co/Areas/Pecuaria/Servicios/Enfermedades-Animales/Brucelosis-Bovina-
%281%29/Pruebas-para-el-Diagnostico-de-Brucelosis.aspx. [12 Dic 2014].

3L ICA. Pruebas para el diagnéstico de Brucelosis en Colombia.
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alternativa dado que el aislamiento por cultivo del agente, es un proceso costoso,
prolongado que muchas veces brinda resultados fuera de oportunidad.

o ELISA competitiva (ELISA-C): El ICA* informa que es un ensayo
inmunoenzimatico competitivo para la deteccion de anticuerpos séricos contra
Brucella abortus. Permite detectar anticuerpos especificos a Brucella tanto en
especies domesticas como en las de vida salvaje. En bovinos este ensayo es
capaz de diferenciar entre bovinos infectados por Brucella o vacunados con cepa
19 en la edad reglamentaria.

En el procedimiento los sueros problema son expuestos al lipopolisacarido liso (S-
LPS) de la Brucella abortus, que se encuentra recubriendo las microplacas de
ELISA. Esta exposicion debe ocurrir de manera simultanea con un anticuerpo
monoclonal, denominado competidor, el cual es altamente especifico por la
cadena O del s-LPS presente en una conformacion distinta en la pared de las
bacterias patdgenas. Un suero proveniente de un animal infectado tendra
anticuerpos que compiten con el monoclonal por el antigeno presente en la
microplaca, inhibiendo la union del competidor al antigeno. En un animal negativo
no existira la competencia y el antigeno competidor no estara inhibido para unirse
a la cadena O del s-LPS. Después de un periodo de incubacion y varios ciclos de
lavado, se adiciona un anticuerpo anti-igG1 conjugado con peroxidasa de rabano
picante, el cual reconocerd al anticuerpo competidor unido al s-LPS. Los
materiales que no se unen durante las reacciones son removidos por medio de
ciclos de lavado antes de la adicion de la solucion substrato. El desarrollo de color
es debido a la conversion del substrato por el conjugado. La densidad Optica es
medida a 450 nanometros (nm)®.

En ausencia de anticuerpos debidos a infeccion por Brucella en el suero problema,
el anticuerpo monoclonal se unira a la cadena O del s-LPS. Esta reaccion se
evidencia por el desarrollo de color al final del procedimiento. Si el suero problema
contiene anticuerpos especificos a Brucella, ellos compiten, por unirse a la cadena
O del s-LPS con el anticuerpo monoclonal e inhiben la unién de este al
polisacarido O del s-LPS y por lo tanto no se desarrolla color. Los anticuerpos
séricos de animales vacunados con cepa 19 no compiten con el anticuerpo
monoclonal debido a las diferencias en el reconocimiento del epitiope vacunal, lo
que conduce a una reaccion negativa (presencia de color). En casos de muestras
tomadas antes de 6 meses post-vacunacion o en caso de vacunacion no
reglamentaria con cepa 19 la prueba puede resultar falsamente positiva®*.

32 1CA, Direccién técnica de andlisis y diagnéstico veterinario. Cédigo: GR-MA-LNDV-R-007. Fecha
de vigencia: 25 de mayo de 2012. [en linea] Disponible en: http://www.ica.gov.co/Modelo-de-P-y-
G/Eficiencia-Administrativa/Documentos-del-Sistema.aspx. [Citado el 12 de Octubre de 2014]. p.1
% |bid. p.1

*|CA. Op. cit. p.1-2
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. Fluorescencia Polarizada (FPA): ADN®* informa que es un ensayo
cualitativo, que utiliza la tecnologia de polarizacion de fluorescencia y permite
determinar la presencia de anticuerpos de Brucella abortus en suero bovino. La
presencia de anticuerpos indica una infeccion previa con B. abortus o una
vacunacion con cepa lisa (cepa 19). Los bovinos vacunados con cepa rugosa
(cepa RB51) no reaccionan positivamente a este ensayo. Esta técnica puede
realizarse en suero sanguineo y leche. Los anticuerpos al unirse al antigeno
cambian la velocidad de rotacion de la molécula. Si se hace incidir un haz de luz
fluorescente polarizada, el angulo de difraccién cambia en funcion del anticuerpo
unido. Este cambio es medido por un detector que lo traduce en una sefial.

El ensayo diagnéstico emplea un O-polisacarido (OPS) extraido de la pared
celular de la bacteria Brucella abortus que se conjuga con fluoresceina (un
marcador fluorescente). El instrumento FPA (polarizador de fluorescencia) es
utilizado para medir el estado de polarizacién de la luz emitida por el conjugado
OPS. Cuando no hay anticuerpos presentes, la polarizacion es baja. Cuando los
anticuerpos se unen al conjugado, la polarizacion aumenta. Deben evitarse las
practicas que puedan contaminar los controles, el buffer o el conjugado. Las
medidas de la polarizacion se ven afectadas por la temperatura. El valor disminuye
de 3 mp (unidades de milipolarizacién) con aumento de la temperatura de 4°C,
Por esta razon, la prueba de control negativo debe efectuarse 3 veces®.

o Fijacion de Complemento (FC): Casas®’ menciona que es una prueba
altamente especifica y es la prueba de referencia internacional. Es excelente para
el diagnéstico de la brucelosis humana y animal; es un procedimiento sensible y
especifico para descubrir los anticuerpos de Brucella. Los sueros sometidos a la
prueba de FC deben estar exentos de eritrocitos y hemalisis.

o Rosa de Bengala: Segun el ICA® es una prueba de aglutinacién en la que
los complejos antigeno-anticuerpo se agregan y originan conglomerados visibles.
En este caso, los antigenos particulados, conformados por células completas de
las cepa 19 de Brucella abortus, interactian con los anticuerpos del suero
produciendo una red de aglutinacion. En presencia de anticuerpos el antigeno de
brucellas se aglutinara. Las muestras con aglutinaciéon (aunque sea ligera) se
consideran positivas y las muestras que no aglutinan se consideran negativas.

% ADN, Animal diagnéstic. Brucella FPA Deteccién de Anticuerpos de Brucella abortus ensayo por
polarizacion de fluorescencia. p.1

* ADN. Op cit. p.1

¥ Casas, Olascoaga. Centro Panamericano de zoonosis, OPS/OMS. Diagnéstico de la Brucelosis,
Buenos Aires, Argentina. p. 21

% |CA, Direccién técnica de andlisis y diagnéstico veterinario. Cédigo: GR-MA-LNDV-R-002. Fecha
de vigencia: 25 de mayo de 2012. [en linea] Disponible en. [Citado el 12 de Octubre de 2014]. p.1
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. ELISA indirecta (ELISA-I): informa el ICA* que la prueba esta disefiada
para detectar anticuerpos frente a la infeccion y vacunacién con cepas 19 de
Brucella abortus, en muestras de sueros de leche o sueros sanguineos bovinos.
Las muestras son expuestas a un antigeno tipo lipopolisacéarido (sLPS) de Brucella
no infeccioso que se encuentra recubriendo las microplacas de ELISA. Si los
anticuerpos a Brucella estan presentes en la muestra se unen al antigeno. Al
adicionar el conjugado anti-inmunoglobulina G; forma un complejo con los
anticuerpos especificos anti sSLPS de la Brucella. Los materiales que no se unen
durante las reacciones son removidos por medio de ciclos de lavado antes de la
adicion de la solucién substrato. La conversion del substrato por el conjugado se
evidencia por una reaccion de color que puede ser medida en longitud de onda de
450 nm e interpretada como positiva 0 negativa.

2.8 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
Sutti menciona que:

Es preciso realizar un diagndstico diferencial con otras enfermedades que
provocan aborto, como:
2.8.1 Listeriosis: aborto en tercio final de gestacion, autolisis fetal*°.

2.8.2 Vibriosis: aborto a los 4-8 meses de gestacion, no hay retencion de
placenta o de feto muerto.

2.8.3 Leptospirosis: aborto en cualquier fase de la gestacién, predominando en
el tercio final, retencién fetal y de placenta, feto autolisado. Se observan abortos
tardios entre los 6 y 9 meses de gestacion, alta tasa de mortalidad neonatal**.

2.8.4 Toxoplasmosis: el aborto ocurrird en la primera mitad de la gestacion,
necrosis y calcificacion de los cotiledones de la placenta, el feto abortado
aparentemente saludable.

2.8.5 Rinotraqueitis (IBR): aborto en la segunda mitad de la gestacion, retencion
fetal, feto autolisado, vulvovaginitis. Puede desencadenar aborto entre la tercera y
sexta semana posinfeccion en vacas de 5 a 8 meses de gestacién, hasta en el
25% de las vacas prefiadas®.

% ICA, Direccién técnica de andlisis y diagnéstico veterinario. Cédigo: GR-MA-LNDV-R-001. Fecha
de vigencia: 25 de mayo de 2012. [en linea] Disponible en. [Citado el 12 de Octubre de 2014]. p.1
0 Sutti. L. Op Cit. p. 39.

* Benavides. y Jurado. Op cit. p 22

*2 |bid. p 20
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2.8.6 Diarrea Viral Bovina (BVD): reabsorcidon embrionaria, momificacion fetal,
aborto al final de la gestacion, feto abortado aparentemente saludable. Es
responsable de ocasionar un amplio rango de manifestaciones clinicas y lesiones,
siendo los trastornos reproductivos lo de mayor impacto econémico™.

2.9 CONTROL Y PREVENCION

La OIE* indica que la vigilancia con fines de deteccién pasa por la realizacion
sistematica de pruebas serologicas y de analisis de la leche. Estas medidas de
vigilancia sirven en campafas para eliminar la enfermedad. También se practican
analisis de animales concretos con fines de comercio o de lucha contra la
enfermedad. En las zonas donde la brucelosis es endémica suele utilizarse la
vacunacion para reducir la incidencia de la infeccién. Cuando se esta cerca de
lograr la eliminacion de la enfermedad es preciso aplicar un programa de pruebas
diagnésticas y sacrificios sanitarios para erradicarla por completo. La mejor
manera de prevenir la brucelosis humana es luchar contra la infeccion en los
animales. La pasteurizacion de la leche de animales infectados fue en su dia muy
importante para reducir los niveles de infeccion en las personas

Para el ICA* la brucelosis bovina se previene vacunando todas las terneras entre
los 3 y 8 meses de edad, en ciclos establecidos por el ICA y con las vacunas
autorizadas (Cepa 19 6 Cepa RB 51). Haciendo exdmenes periddicos al hato, para
conocer el estado sanitario de los animales. Separando, identificando y llevando a
las planta de sacrifico los animales positivos, para evitar el riesgo de infectar a los
sanos. Adquiriendo animales de ganaderias certificadas por el ICA como libres de
brucelosis, 0 en su defecto que hayan sido previamente examinados y con
resultados negativos a brucelosis. No se vacuna machos de ninguna edad. No se
vacuna hembras adultas con B. abortus Cepa 19.

Blaha*® menciona que la vacunacién no impide la colonizacién, ni la excrecién de
las bacterias. Una erradicacion efectiva s6lo se consigue tomando la cria de
terneras exentas de brucelosis, con la finalidad de obtener progresivamente hatos,
comunidades, territorios y paises exentos de enfermedad y que mediante un
sistema de reconocimiento oficial que responda a las prescripciones de la O.LE.,
Puedan declarase legalmente exentos de la Brucelosis.

2.9.1 En cuanto a las fuentes de infeccién. Test serologicos a intervalos
regulares de (2 a 6 meses), sacrificio de animales positivos, cuarentena para
hembras que hayan abortado o parido, aunque tenga resultados serologicos
negativos, adoptar la misma conducta para animales que participan en ferias y

3 Benavides. y Jurado. Op cit. p 19
* OIE Brucelosis Opcit. p. 4

> |CA. Brucelosis Bovina. 2010. p. 8
“*® Blaha, T. Op cit. p. 157
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exposiciones o0 animales recién adquiridos, aunque porten declaracién de examen
negativo®’.

2.9.2 En cuanto a las vias de trasmisién. Restringir el trafico de personas y
animales extrafios a la propiedad, tener un programa de higiene y desinfeccion de
instalaciones, mantener las pasturas bajas para facilitar la incidencia de luz solar,
orientar a la poblacidn sobre los riesgos de ingestion de alimentos que no tienen la
preparacion adecuada®®.

2.9.3 En cuanto alos animales susceptibles. Vacunacion de terneras entre los
3 a 8 meses®.

2.9.4 Vacunas. Castro® menciona que en bovinos la vacuna cepa 19 de B.
abortus en hembras en gestacion puede ocasionar abortos. La principal
desventaja de esta vacuna es que los anticuerpos generados interfieren en las
pruebas diagnosticas mas comunmente utilizadas, que emplean antigenos con
LPS-S. La semejanza antigénica, puede explicar la similitud de respuesta inmune
que existe entre un animal vacunado y otro infectado.

Cuadro 1: Caracteristicas diferenciales de las vacunas S19 y RB51

Cepa 19 Cepa RB51
Cepa lisa Cepa rugosa, mas atenuada que la
cepa 19
Posee la cadena O en su LPS No posee la cadena O en su LPS
Genera anticuerpos que interfieren en las Los anticuerpos que se genera no
pruebas diagnodsticas, impidiendo interfieren en las pruebas
diferenciar entre un animal vacunado y diagnosticas
otro enfermo
Administrada en vacas en gestacion En vacas gestantes provoca abortos
puede provocar abortos en el 1.4% de los en el 0,1% de los casos
casos

Fuente: Castro y colaboradores: Brucelosis revision practica. p.9

Los animales se pueden vacunar con cepa RB51 sin incidir resultados de
serologia positivos, la revacunacion aumenta la inmunidad. La vacunacién de
animales en gestacion con cepa RB51 puede causar algunos abortos
dependiendo de la condicién del predio y puede fluctuar entre el 0 y 2%. La
vacuna no cura la enfermedad; animales que estan incubando la enfermedad y

" Garcia, M. y Sutti, L. Zoonoses Programa Nacional de Controle e Erradicdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) [en linea]. Technovet. [Brasil]. 2003. [citado Ene. 2015]. Disponible en
internet : <URL: http://www.technovet.com.br/zoonoses/aulas/aula_brucelose.htm>

8 Garcia. Opcit. p. 4

“ bid. p. 4

% Castro et al. Op cit. p. 6
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gue son vacunados durante este periodo con RB51, seran diagnosticados como
infectados®.

2.10 IMPORTANCIA ECONOMICA

Segln el ICA* el pafs desde el afio 2002 inici6, la prevencién, el control y la
erradicacion de brucelosis bovina. Esta meta fue asumida en razon del impacto
econdmico que tiene la enfermedad sobre la produccion ganadera del pais y sobre
la poblacion humana, por tratarse de una zoonosis. La enfermedad genera
barreras en el comercio internacional de animales y sus productos, exige inversion
econdémica y educativa en capacitaciones de los distintos organismos y de los
ganaderos para su control, ademés produce pérdidas en la produccién por las
incapacidades obligatorias de los trabajadores afectados.

El ICA® informa que la brucelosis es una de las enfermedades de mayor impacto
en la ganaderia por las enormes pérdidas que ocasiona estimadas para Colombia
en mas de 30.000 millones de pesos al afio. Por lo cual se ha trabajado para
lograr, a mediano plazo, solucionar una de las limitantes para la sanidad animal y
el comercio internacional, ademas, disminuir el grave riesgo que representa para
el hombre. Ademas indica las principales pérdidas econémicas como: disminucién
de hasta en 20% la produccion de leche, pérdida de crias, repeticion de servicios,
pérdidas de lactancias, eliminacion de toros y vacas, mayor numero de dias entre
partos, elevados costos de la asistencia técnica y tratamientos inefectivos.

5! acuna antibrucelica.19 de Diciembre, 2014. http//www.sheringplough.com
52 |CA. Brucelosis, prevencién, diagnéstico y control. 2010. p. 7, 9
% ICA. Opcit. p.9
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3. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL
Analizar la seropositividad de brucelosis bovina mediante ELISA competitiva y
fluorescencia polarizada entre el 1 de septiembre de 2014 y el 13 de febrero de

2015 en el Laboratorio de Diagnostico Veterinario del Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) seccional Narifio

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Establecer las zonas de alta, media y baja seropositividad a Brucelosis
Bovina en el departamento de Narifio

o Determinar los municipios de mayor seropositividad a Brucelosis bovina en
el departamento de Narifio.

o Comparar los resultados positivos del programa oficial de Brucelosis bovina
de predios con mas de 20 animales con los obtenidos por el proyecto Contrato
Plan Narifio.
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4. METODOLOGIA
4.1 LOCALIZACION

El presente estudio se realizd6 en el departamento de Narifio, ubicado al sur
occidente de la Republica de Colombia, en la frontera con el Ecuador. Su posicion
astrondmica esta entre 00° 31° 08” y 02° 41’ 08” latitud norte, 76° 51° 19” y 79° 01’
34” longitud oeste®. El departamento tiene una extensién de 33.268 Km? que
equivale al 2,91% del area total del pais. Limita al Norte con el departamento del
Cauca, al oriente con el departamento del Putumayo, al sur con la el Ecuador y al
occidente con el Océano pacifico®.

4.2 POBLACION OBJETO Y DE ESTUDIO

Segln el ICA®, la cobertura que se pretende realizar con la ejecucién del
“Proyecto plan Narifio” es la certificacion de 7000 predios como libres de
Brucelosis bovina. Inicialmente el proyecto consistia en la certificacion de predios
productores de leche pequefos, que debian tener entre 1 y 6 animales, lo que
indica que la poblacibn objeto de muestra es de 42000 animales en el
departamento, posteriormente aumentando esta cantidad maximo a 20 animales
por predio.

Tabla 1. Numero de muestras en Fluorescencia Polarizada y ELISA competitiva,
en los meses de septiembre de 2014 a Febrero de 2015 en el Proyecto Plan
Narifio.

Mes N° de muestras en N° de muestras en ELISA
FPA competitiva

Septiembre 1820 94
Octubre 6140 301
Noviembre 7167 260
Diciembre 8580 208
Enero 13 0

Febrero 298 3

Total 24.018 866

4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS PARA ELISA COMPETITIVA

> http://www.vivenarino.com/es/ubicacion [citado, 24 de Febrero de 2015]

% pPantoja. A. y Ruiz. D. Op cit. p 42.

%8 1CA, Proyecto plan Narifio, p.1 [en linea] disponible en internet desde
http://www.ica.gov.co/Noticias/Pecuaria/2013-%281%29/Proyecto-Contrato-Plan-Narino-avanza-
exitosamente.aspx.
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El ICA®” menciona que es necesario un lector de ELISA para microplacas, con
filtro de 450 nm. Lavador de microplacas (automatico, semiautomatico o manual).
Refrigerador, congelador, incubadora. Agitador de tubos tipo vortice, agua
destilada. Micro pipetas multicanal y monocanal de volumen variable. Micro puntas
desechables, recipientes para el dispensado de soluciones. Micro placas en
formato 96 pozos, recubiertas con el antigeno s-LPS de Brucella abortus no
infeccioso, selladas y almacenadas en seco. Anticuerpo monoclonal (competidor)
liofilizado. Conjugado HRPO (peroxidasa de rdbano picante): Anticuerpo igG anti
raton. Solucion de lavado concentrada 20X. Buffer de dilucion de muestras.
Solucion substrato: tetrametilbenzidina (TMB) que contiene perdxido de hidrogeno
(H20). Solucién de frenado (contiene acido sulfdrico). Suero control positivo.
Suero control negativo. Suero control positivo débil.

. Procedimiento

Servir 180ul de diluyente en placa de dilucién, con pipeteo negativo en las filas A,
B, CyD, columnas 1 a 12.

Adicionar 20 de cada suero problema en placa de dilucién.

Dispensar 20u de control positivo fuerte, positivo débil, y control negativo, en los
pozos asignados en la placa de ELISA.

Preparar el anticuerpo monoclonal (competidor) adicionando 6 ml de solucion
diluyente al liofilizado, evitando producir espuma.

Con pipeta multicanal simultdneamente 50 p de las muestras diluidas 1:10 (20 p
de muestra con 180 u de solucién diluyente), desde las columnas 3 a 12 hacia la
placa de ELISA con antigeno, en la forma correcta en que deben ir las muestras.

Adicionar 50 de anticuerpo monoclonal desde las columnas 3 a 12 en todas las
filas de la placa de ELISA. Adicionar 50u de anticuerpo monoclonal a las columnas
1y 2 desde las fulas B hasta H. No adicionar monoclonal en los pozos A1y A2, en
los que solo habra solucién diluyente.

Incubar en reposo a temperatura ambiente (18 a 25°C) durante 30 minutos.
Lavar la placa de ELISA con solucion de lavado empleando lavador automatico,

semiautomatico o manual. Eliminando el exceso de humedad por inversién fuerte
de la placa sobre papel o material que no desprenda particulas.

5 ICA, Direccién técnica de anélisis y diagnéstico veterinario. Codigo: GR-MA-LNDV-R-007. [en
linea] . [Citado el 12 de Octubre de 2014]. p.1. Disponible en: http://www.ica.gov.co/Modelo-de-P-y-
G/Eficiencia-Administrativa/Documentos-del-Sistema.aspx
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Adicionar 100u de conjugado listo para usar en todos los pozos de la placa.
Utilizar pipeta multicanal y pipeteo negativo.

Incubar en reposo a temperatura ambiente (18 a 25°C) durante 30 minutos

Lavar la placa de ELISA con solucion de lavado empleando lavador automatico,
semiautomatico o manual. Eliminando el exceso de humedad por inversion fuerte
de la placa sobre papel o material que no desprenda particulas.

Adicionar 100u de solucion substrato en todos los pozos de la placa. Utilizando
pipeta multicanal.

Incubar en reposo a temperatura ambiente (18 a 25°C) moderando el tiempo de
revelado observando el desarrollo del color en el intervalo entre 7 y 10 minutos.

Frenar la reaccién adicionando 50u de solucién stop (acido sulfrico H, SO4) en
todos los pozos de la placa, llevando el orden en los pozos®®.

4.3.2 Materiales, reactivos y métodos para Fluorescencia Polarizada

El ICA>® menciona que es necesario un fluoropolarimetro, instrumento analizador
de FPA. Placas de micro titulacion de 96 pozos. Micro pipeta, puntas, agitador
vortex

. Procedimiento

Dispensar 20u de controles y de las muestras en los pozos correspondientes de la
placa de micro titulacion (placa negra de 96 pozos). Se debe pipetear en tres
pozos el control negativo y en un pozo el control positivo evitdndola formacion de
burbujas durante el ensayo.

Colocar la placa de micro titulacion en el lector FPA y obtener una lectura de cada
muestra, asegurandose que el lector de FPA dispense la solucion de conjugado y
buffer®.

Establecer los niumeros de lectura del experimento mediante la utilizacion de
software®. También se debe mencionar que se encuentran diferentes lectores de
FPA, por lo cual los métodos de ensayo pueden variar.

*% |CA. Direccion técnica de andlisis y diagnéstico veterinario. Manejo de Fluoropolarimetro
SYNERGY 2 para lecturas de FPA. Fecha de vigencia: abril de 2007. [en linea] Disponible en.
LCitado el 13 de Octubre de 2014]. p.1-2

% ICA, Op cit. p 1-2

%1CA Op citp. 2

> ADN, Op cit. p.1
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4.4 ANALISIS DE MUESTRAS

Después de recopilar 24018 resultados como informacion basica para el desarrollo
del estudio, del archivo digitalizado que maneja el laboratorio de Diagndstico
Veterinario Pasto del ICA, sobre las técnicas de montaje en el diagnostico de
Brucella abortus, en sueros sanguineos de origen bovino. La informacion fue
tabulada en datos individuales de cada prueba diagnostica con 24018 muestras
para Fluorescencia polarizada y 866 para ELISA competitiva, de acuerdo al
municipio y segun el mes en el cual se realizé el montaje.

Para el analisis de muestras de suero sanguineo en técnica de Fluorescencia
Polarizada, se tiene en cuenta el resultado que brinda el Fluoropolarimetro en
niveles de milipolarizacion (mP) luego del procesamiento de la muestra. Los
resultados se consideran Negativos cuando lo niveles de mP estan en el rango de
0 a 99 y se proceden a guardar en banco de sueros, las muestras no se procesan
para confirmacién en técnica de ELISA competitiva. Serdn Sospechosas si los
niveles de mP se presentan entre 100 y 109. Ademas tendran resultado Positivo
cuando los niveles de milipolarizacion sean iguales o superiores a 110 y al igual
gue las muestras sospechosas, necesitaran confirmaciéon a través de ELISA
competitiva.

Para el analisis de resultados en ELISA competitiva de muestras de suero
sanguineo, se tiene en cuenta el resultado que brinda el adecuado procedimiento
de montaje y la posterior lectura a través del lector de ELISA a 450 nm. Segun los
niveles establecidos en el ICA. Las muestras se consideran Negativas cuando el
porcentaje de inhibicion se presenta menor a 45%, lo cual indica ausencia de
enfermedad infecciosa de Brucella abortus en el animal, y la presencia de Ac
debido a vacuna con cepa 19. El otro resultado posible dentro de esta técnica es
que las muestras se presenten como Positivas cuando el porcentaje de inhibicion
se presenta mayor a 45%, lo cual indica presencia de enfermedad infecciosa de
Brucella abortus en el animal, lo que indica que luego del analisis clinico de parte
del Médico Veterinario encargado de la sanidad del animal.

La distribucién de la seropositividad se efectu6 teniendo en cuenta los municipios
y las zonas geogréficas en las que se divide el departamento, las cuales son
establecidas por la oficina de planeacién de la Gobernacion de Narifio (Anexo A),
en la correlacion de la seropositividad de Fluorescencia Polarizada (Anexo B)
respecto a ELISA competitiva (Anexo C).

4.5 ANALISIS DE INFORMACION
El andlisis de seropositividad de animales muestreados para diagnéstico en ELISA
competitiva por mes y municipio de origen se realizé dividiendo la cantidad de

resultados positivos por el total de muestras recibidas por cada mes que
ingresaron al LDVPA.
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Para la determinacion de la seropositividad en las zonas geograficas que
componen los municipios del departamento de Narifio, se sumo la cantidad de
resultados positivos en ELISA competitiva de los municipios de dicha zona y se
dividié por el total de muestras recibidas por cada mes en que ingresaron al
LDVPA.

El andlisis del nimero de predios con presencia de enfermedad, se realizé de
acuerdo a la suma de resultados positivos a ELISA competitiva, dividido por la
cantidad de predios examinados por cada mes y municipio. Los calculos se
realizaron con ayuda del programa de Excel®, con la determinacion de la cantidad
de muestras en total que se recibieron para cada prueba diagnéstica y en cada
mes respectivamente en los diferentes meses de duracion de la pasantia.
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5. RESULTADOS

Los resultados de Fluorescencia polarizada indicaron que 288 muestras fueron
positivas de 24018 lo que representa el 1,19% del total de muestras recibidas en
el laboratorio. Las muestras sospechosas fueron un total de 578, que indican el
2.40% del total de muestras.

Para el andlisis de los resultados de ELISA competitiva, se puede determinar que
el 0.29% de las muestras se informaron como positivas, es decir 71 de 24018 de
las cuales 866 que fueron procesadas en ELISA competitiva. Las muestras
negativas en ELISA competitiva representan el 3.31% del total, es decir 795
muestras de 24018. El mayor porcentaje obtenido se present6 en los resultados
negativos de Fluorescencia polarizada con el 96.3% de las muestras en total,
23152 muestras de 24018.

La informacion de Fluorescencia polarizada realizada en el periodo de tiempo de
24 semanas que comprenden el tiempo desde el 1 de septiembre de 2014 al 13 de
febrero de 2015. Se presenta en la siguiente tabla:

Tabla 2: Resultados de montaje de Fluorescencia polarizada en muestras
serologicas bovinas en el Proyecto Plan Narifio.

Mes N° de muestras Negativos Positivos Sospechosos
Septiembre 1820 1726 23 71
Octubre 6140 5839 71 230
Noviembre 7167 6907 91 169
Diciembre 8580 8372 101 107
Enero 13 13 0 0
Febrero 298 295 2 1
Total 24.018 23.152 288 578

Los resultados de la técnica ELISA competitiva, en el transcurso de las 24
semanas mencionadas de duracion de la pasantia Il. Se presentan en la siguiente
tabla:

Tabla 3: Resultados de montaje de ELISA competitiva en muestras seroldgicas
bovinas de acuerdo al mes de recepcidén de las muestras en laboratorio en el
Proyecto Plan Narifio.

Mes N° de muestras Negativos Positivos
Septiembre 94 91 3
Octubre 301 282 19
Noviembre 260 233 27
Diciembre 208 186 22
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Enero 0 0 0
Febrero 3 3 0
Total 866 795 71

La clasificacion respecto al nimero de muestras positivas y sospechosas como
resultado del montaje de Fluorescencia polarizada, con la cantidad de muestras
con diagndstico positivo 0 negativo en técnica de ELISA competitiva. Se presentan
en la siguiente tabla.

Tabla 4: Clasificacion de muestras en Fluorescencia polarizada, respecto a ELISA
competitiva, de acuerdo al mes de recepcion de la muestra en laboratorio en el
Proyecto Plan Narifio

Mes FPA Positivos  Sospechosos ELISA. Positivos  Negativos
competitiva
Septiembre 1820 23 71 94 3 91
Octubre 6140 71 230 301 19 282
Noviembre 7167 91 169 260 27 233
Diciembre 8580 101 107 208 22 186
Enero 13 0 0 0 0 0
Febrero 298 2 1 3 0 3
Total 24.018 288 578 866 71 795

La confirmacién de seropositividad que brinda la prueba de ELISA competitiva
indica que se encontraron 71 animales con presencia de anticuerpos de Brucella
abortus, lo cual permite analizar que 795 animales con resultado positivo en
técnica de fluorescencia polarizada, se reconocen como falsos positivos en prueba
tamiz, debido a que la prueba no permite diferenciar entre un animal positivo por
vacuna o un animal positivo por infeccién y presencia de enfermedad. El ICA®
informa que en comparacion la técnica de ELISA competitiva reconoce el sitio de
union del anticuerpo en la cadena O del LPS y descarta como negativos animales
con resultado positivo previo en FPA.

82 1CA, Direccién técnica de analisis y diagndstico veterinario. Cédigo: GR-MA-LNDV-R-007. Op cit.
p.1
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Figura 4. Clasificacion de muestras en Fluorescencia polarizada,

ELISA competitiva en el Proyecto Plan Narifio
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Tabla 5: Seropositividad en los municipios de ejecucion del Proyecto Contrato
Plan Narifio de acuerdo al mes de recepcion de las muestras en laboratorio.

Municipio  N° de muestras en Positivo Negativo Seropositividad
ELISA competitiva (%)
SEPTIEMBRE

Aldana 5 0 5 0%

Guachucal 52 2 50 0.10%
lles 8 0 8 0%
Imués 3 0 3 0%
Ipiales 2 0 2 0%

Pasto 10 1 9 0.05%
Taquerres 13 0 13 0%
Yacuanquer 1 0 1 0%

Total 94 3 91
OCTUBRE

Aldana 26 7 19 0.11%

Cuaspud 34 1 33 0.01%

Cumbal 20 2 18 0.03%

Guachucal 48 4 44 0.06%
Gualmatan 1 0 1 0%
lles 25 0 25 0%
Imués 3 0 3 0%
Ipiales 21 0 21 0%
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Pasto 42 4 38 0.06%
Potosi 7 1 6 0.01%
Puerres 2 0 2 0%
Pupiales 16 0 16 0%
Sapuyes 8 0 8 0%
Taquerres 48 0 48 0%
Total 301 19 282
NOVIEMBRE
Aldana 2 0 2 0%
Cuaspud 20 0 20 0%
Cumbal 36 8 28 0.11%
Guachucal 34 1 33 0,01%
Gualmatan 4 0 4 0%
lles 12 0 12 0%
Imués 9 0 9 0%
Ipiales 2 2 0 0.02%
Ospina 1 0 1 0%
Pasto 37 1 36 0.01%
Potosi 4 0 4 0%
Puerres 1 0 1 0%
Pupiales 21 4 17 0.05%
Sapuyes 22 1 21 0.01%
Tangua 26 3 23 0.04%
Taquerres 28 7 21 0.09%
Yacuanquer 1 0 1 0%
Total 260 27 233
DICIEMBRE
Aldana 1 0 1 0%
Contadero 4 0 4 0%
Cordoba 6 0 6 0%
Cuaspud 26 6 20 0.06%
Cumbal 19 1 18 0.01%
Guachucal 21 4 17 0.04%
Gualmatan 4 1 3 0.01%
lles 5 1 4 0.01%
Imués 4 0 4 0%
Ipiales 5 1 4 0.01%
Ospina 30 2 28 0.02%
Pasto 22 0 22 0%
Potosi 3 0 3 0%
Puerres 0 0 0 0%
Pupiales 13 1 12 0.01%
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Sapuyes 15 2 13 0.02%
Tangua 13 0 13 0%
Taquerres 16 3 13 0.03%
Yacuanquer 1 0 0 0%
Total 208 22 186
ENERO
0 0 0 0%
Total 0 0 0
FEBRERO
Guachucal 1 0 1 0%
Pasto 2 0 2 0%
Total 3 0 3 0%
TOTAL 866 71 795

El ICA®® informa que el proyecto se realizara inicialmente en los municipios que
conforman la zona excelencia sanitaria y cuenca lechera ubicados al sur del
departamento como Guachucal, Tuquerres, Ipiales, Aldana, Cuaspud Carlosama,
Yacuanquer, Tangua, La Florida, Buesaco y Pasto, municipios de los cuales se
recibieron muestras exceptuando al municipio de Buesaco. Respecto a la cantidad
de municipios de los que ingresaron muestras al LDVPA con resultado positivo a
ELISA competitiva fueron 14 de 21, lo que representa el 66% del total de las
poblaciones que ingresaron en el proyecto Contrato Plan Narifio, de reducir los
indices de Brucelosis bovina en el departamento de Narifio.

A nivel de municipios, los resultados demostraron que Cumbal y Guachucal fueron
las poblaciones que mas resultados positivos a ELISA competitiva presentaron
con 11 cada una. Seguidas de Tuquerres, Cuaspud y Pasto, con 10, 7 y 6
animales con presencia de Brucella abortus respectivamente. Los pueblos que
menores indices obtuvieron fueron: lles, Gualmatan y Potosi, con 1 animal positivo
para cada uno.

Tabla 6: Seropositividad en las zonas de ejecucion del Proyecto Contrato Plan
Narifio de acuerdo al mes de recepcion de las muestras en laboratorio.

Zona N° de muestras en Positivo Negativo  Seropositividad
ELISA competitiva (%)
SEPTIEMBRE
Zona sur 67 2 65 0.10%

%1CA. Opcit. p.1
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Zona centro 11 1 10 0.05%
Zona
occidente 16 0 16 0%
Zona
suroccidente 0 0 0 0%
Total 94 3 91
OCTUBRE
Zona sur 200 15 185 0.24%
Zona centro 42 4 38 0.06%
Zona
occidente 59 0 59 0%
Zona
suroccidente 0 0 0 0%
Total 301 19 282
NOVIEMBRE
Zona sur 136 15 121 0.20%
Zona centro 64 4 60 0.05%
Zona
occidente 60 8 52 0.11%
Zona
suroccidente 0 0 0 0%
Total 260 27 233
DICIEMBRE
Zona sur 97 15 82 0.17%
Zona centro 36 0 36 0%
Zona
occidente 65 7 58 0.08%
Zona
suroccidente 0 0 0 0%
Total 198 22 176
ENERO
Zona sur 0 0 0 0%
Zona centro 0 0 0 0%
Zona
occidente 0 0 0 0%
Zona
suroccidente 0 0 0 0%
Total 0 0 0
FEBRERO
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Zona sur 1 0 1 0%
Zona centro 2 0 2 0%
Zona

occidente 0 0 0 0%
Zona

suroccidente 0 0 0 0%
Total 3 0 3

Los resultados obtenidos de las pruebas diagnosticas realizadas indican la zona
sur del departamento de Narifio, compuesta por municipios como Guachucal,
Cumbal, Cuaspud, Aldana, Ipiales, Pupiales, que conforman principalmente el
sistema productivo de leche de la region y representan una de las mayores
poblaciones de bovinos del departamento, posee los indices mas altos de
seropositividad con 47 animales positivos de 501 muestreados para la zona,
(0.19%). La zona occidente indico el 0.06% con 15 animales positivos. La zona
centro presentd el 0.03% con 9 animales positivos. La zona suroccidente no
presento muestras en ELISA competitiva, ya que solo se presentaron muestras del
municipio de La Florida, que en prueba de Fluorescencia polarizada, presentaron
resultado negativo. La zona sur ademas presento el porcentaje mas elevado entre
todos los meses, con 15 animales positivos de 6140 muestreados, constituyendo
el 0.24% en el mes de octubre de 2014.

Figura 5. Seropositividad en las zonas de ejecucion del Proyecto Contrato Plan
Narifio
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El nimero de predios con seropositividad a ELISA competitiva, en las semanas
transcurridas de pasantia Il en el departamento de Narifio. Se presenta en la
siguiente tabla:
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Tabla 7. Numero de predios con presencia de Brucelosis bovina segun el
municipio de procedencia y mes de recepcion de la muestra en laboratorio en el
Proyecto Plan Narifio.

SEPTIEMBRE
Municipio Predios Predios Predios Seropositividad

total positivos negativos (%)
Aldana 39 0 39 0%
Cumbal 1 0 0 0%
Guachucal 139 2 137 0.45%
lles 21 0 21 0%
Imués 33 0 33 0%
Ipiales 27 0 27 0%
Pasto 39 1 38 0.22%
Tangua 1 0 1 0%
Taquerres 117 0 117 0%
Yacuanquer 25 0 25 0%
Total 442 3 439

OCTUBRE
Aldana 112 5 107 0.33%
Cuaspud 217 1 216 0.06%
Cumbal 214 2 212 0.13%
Guachucal 297 4 293 0.26%
Gualmatan 7 0 7 0%
lles 53 0 53 0%
Imués 22 0 22 0%
Ipiales 109 0 109 0%
Pasto 96 3 93 0.2%
Potosi 53 1 52 0.06%
Puerres 26 0 26 0%
Pupiales 67 0 67 0%
Sapuyes 25 0 25 0%
Tangua 14 0 14 0%
Taquerres 188 0 188 0%
Total 1500 16 1.484
NOVIEMBRE

Aldana 49 0 49 0%
Contadero 16 0 16 0%
Cuaspud 129 0 129 0%
Cumbal 160 6 154 0.39%
Guachucal 233 1 232 0.06%
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Gualmatan 40 0 40 0%
lles 65 0 65 0%
Imués 50 0 50 0%
Ipiales 25 2 23 0.13%
La Florida 24 0 24 0%
Ospina 13 0 13 0%
Pasto 139 1 138 0.06%
Potosi 28 0 28 0%
Puerres 77 0 77 0%
Pupiales 171 2 169 0.13%
Sapuyes 68 1 67 0.06%
Tangua 125 3 122 0.19%
Taquerres 95 4 91 0.26%
Yacuanquer 2 0 2 0%
Total 1509 20 1.484
DICIEMBRE
Aldana 3 0 3 0%
Contadero 94 0 94 0%
Cérdoba 74 0 74 0%
Cuaspud 179 5 174 0.26%
Cumbal 210 1 209 0.05%
Guachucal 163 3 160 0.15%
Gualmatén 31 1 30 0.05%
lles 131 1 130 0.05%
Imués 64 0 64 0%
Ipiales 47 1 46 0.05%
Narifio 6 0 6 0%
Ospina 119 2 117 0.10%
Pasto 180 0 180 0%
Potosi 66 0 66 0%
Puerres 77 0 77 0%
Pupiales 175 1 174 0.05%
Sapuyes 127 2 125 0.10%
Tangua 49 0 49 0%
Taquerres 105 3 102 0.15%
Yacuanquer 13 0 13 0%
Total 1913 20 1.893
ENERO

Cumbal 2 0 2 0%
Yacuanquer 4 0 4 0%
Total 6 0 6 0%
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FEBRERO

Aldana 5 0 5 0%
Cuaspud 2 0 2 0%
Cumbal 28 0 28 0%
Guachucal 7 0 7 0%
Pasto 23 0 23 0%
Potosi 20 0 20 0%
Total 85 0 85

TOTAL 5316 59 5257

La comparaciéon de predios con resultado positivo del programa oficial de
Brucelosis bovina respecto con los obtenidos por el proyecto Contrato plan Narifio
en técnica de ELISA competitiva, durante los meses de septiembre de 2014 a
febrero de 2015. Se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 8: Comparacion de predios positivos en el programa oficial de Brucelosis
bovina y Contrato Plan Narifio

Mes Predios positivos en Programa Predios positivos en

oficial de Brucelosis bovina Contrato plan Narifio
Septiembre 0 3
Octubre 2 16
Noviembre 1 20
Diciembre 0 20
Enero 0 0
Febrero 0 0
Total 3 59

Segun los informes epidemioldgicos publicados por el ICA, se presentan 3 predios
con resultado positivo en el programa oficial de brucelosis bovina en comparacion
a los 59 predios con presencia de la enfermedad encontrados por este estudio en
el departamento de Narifio entre los meses de septiembre de 2014 y febrero de
2015. Indica que la mayor prevalencia se encuentra en predios con menos de 20
animales en produccion.

Los predios pequefios poseen baja asistencia de médicos veterinarios,
profesionales en sanidad y produccion animal. Pueden presentar elevados indices
de enfermedades en los animales, menor participacion en capacitaciones de
buenas practicas ganaderas lo que impide que la produccion lechera sea de mejor
calidad y mayor cantidad. Otro factor que contribuye en que la enfermedad se
reporte mas en pequeiios productores es la adquisicion y compra de animales sin
examenes de diagndstico para enfermedades transmisibles. En las practicas
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reproductivas es comun prestar al macho bovino para utilizarlo en obtencidon de
nuevas crias y es asi como la enfermedad se distribuye y aumenta en la region.

Por ultimo la falta de control y seguridad en la zona de frontera con el Ecuador
permite el intercambio de animales y la inestabilidad de la sanidad animal.

Los predios con grandes cantidades de animales en produccion en general tienen
acceso diario a profesionales en sanidad, manejo de medicamentos, vitaminas,
minerales y alimentos de mejor calidad, junto con la asistencia a constantes
capacitaciones y ayudas técnicas en mejoramiento productivo.

Por estas razones el proyecto Contrato Plan Narifio pretende ayudar y asistir a
productores de menos recursos, con la capacitacion y ayuda técnica en
disminucién de Brucelosis bovina en el departamento®.

*ICA, [en linea] [Con acceso el 25 de febrero de 2015]
http://www.ica.gov.co/Areas/Pecuaria/Servicios/EpidemiologiaVeterinaria/Bol/Epi/Semanal/2014.as

bX
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6. CONCLUSIONES

La seropositividad de Brucella abortus, determinada mediante las técnicas
de Fluorescencia polarizada y ELISA competitiva, fue de 3.6% para la
prueba tamiz de fluorescencia polarizada, y de 0.29% para la técnica
confirmatoria de ELISA competitiva para la totalidad de las muestras
analizadas

Los municipios con mayor seropositividad de Narifio, fueron Cumbal con 11
animales positivos de 584 animales en total y Guachucal con 11 animales
positivos de 833 en total, Aldana con 7 animales positivos de 203 y
Taquerres con 7 animales positivos de 505 muestreos en total, a través de
la técnica de ELISA competitiva

Las zonas del departamento que mayor seropositividad presentaron fueron
la zona sur con el 0.19%, con 47 animales positivos de 501 muestreados
para esa zona. La zona occidente constituyo el 0.06% de seropositividad,
con 15 animales positivos de un total en la zona de 200. La zona centro fue
la que menos seropositividad presento con 9 animales de 155 en total para
esa zona, indicando el 0.03%.

Durante el tiempo de estudio se recibieron muestras de 24018 animales de
un total de 42000 animales bovinos que forman la poblacién general de
estudio del proyecto, lo que indica que durante el periodo de pasantia Il se
muestreo el 57.1% de la poblacion que incluye el proyecto del ICA.

El porcentaje de seropositividad de la técnica de Fluorescencia polarizada
en el total de muestras recibidas en laboratorio fue de 3.6%, comparada
con la prueba confirmatoria de ELISA competitiva que presenté una
seropositividad de 0.29% en el total de muestras procesadas en el LDVPA,
la diferencia de seropositividad entre ambas técnicas indica un 3.31%.

Los meses en que mayor seropositividad en predios se presentd para
técnica de ELISA competitiva, fueron noviembre y diciembre de 2014 con
20 predios por cada mes.

La cantidad de predios con presencia de Brucella abortus fue de 59
resultados positivos en ELISA competitiva, de un total de 5316 predios de
los que se recibieron muestras para prueba tamiz de Fluorescencia
polarizada, es decir el 1.10% de seropositividad.
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e Se examinaron y muestrearon animales del 75.9% del total de predios que
se plantearon certificar, es decir 5316 de 7000 predios en total, en el
departamento de Narifio, mejorando la salud animal de la region.

o Al realizar el analisis por el sexo de los animales muestreados, se puede
indicar que la mayor cantidad de positivos en ELISA competitiva fue de 66
hembras de 827 pruebas realizadas, en comparacién a 5 machos positivos
de 39 montajes realizados en ELISA competitiva.

51



7. RECOMENDACIONES

Implementar medidas de control con mayor eficacia en el transito de
animales entre la frontera de Ecuador y Colombia.

Controlar los productos de origen lacteo con la intensificacion en la
trazabilidad de los bovinos de las hatos en produccion en el departamento
de Narifio

Implementar campafias de cultura sanitaria, especialmente en el eje lechero
del departamento, con capacitacion a productores, mayordomos,
asociaciones, veterinarios y consumidores de productos de origen lacteo,
para la disminucién del riesgo de transmision de la enfermedad.

Profundizar estudios sobre el impacto econdémico de las pérdidas que

genera la enfermedad en las producciones lecheras del departamento de
Narifio.
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ANEXOS



Anexo A. Zonas geograficas del departamento de Narifio.

DEPARTAMENTO DE NARINO: DISTRIBUCION DE LOS MUNICIPIOS POR
ZONA

Cumbal
Guachucal
Cuaspud
Aldana
Pupiales
lles
ZONA SUR Gualmatan
Contadero
Funes
Puerres
Cordoba
Potosi
Ipiales

Pasto
Tangua
ZONA CENTRO Yacuanquer
Chachagui

Narifio

Taquerres
Imués
ZONA OCCIDENTE Ospina
Sapuyes
Guaitarilla

Consaca
Sandona
La Florida
Linares
Ancuya
Samaniego
ZONA SUROCCIDENTE Santacruz
La llanada
Providencia
Ricaurte
Mallama
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Anexo B. Plantilla de montaje de prueba de Fluorescencia Polarizada.

Anexo C. Plantilla de montaje de prueba ELISA competitiva
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