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Resumen: El estudio se llevd a cabo en la localidad de
Miraflores del Departamento General Giiemes Chaco, Argentina.
Se seleccionaron 7 establecimientos caprinos de pequefios
productores con alta prevalencia seroldgica de brucelosis caprina.
Se trabajé con un total de 436 cabras, de las cuales se tomaron
muestras de sangre entera con y sin anticoagulante para seleccionar
aquellas con scrologia positiva a Brucella spp. determinada
mediante las técnicas de cribado de Antigeno Tamponado en
Placa (BPA) y como técnica confirmatoria se utilizé el ensayo
de Fluorescencia Polarizada (FPA). De las hembras en lactancia
se tomaron muestras de leche de ambas glandulas y de aquellas
parturientas que habian abortado en los 15 dias previos al
muestreo, se tomaron ademds muestras de hisopados vaginales
para cultivos bacterioldgicos dentro de las 48 hs. de obtenidas.
Luego del cribado serolégico se seleccionaron para cultivo 98
muestras de sangre, 20 muestras de leche y 7 hisopados vaginales,
de los que se obtuvieron 8 cultivos positivos (3 vaginales y 5
cultivos a partir de la fraccién leucocitaria) en 3 establecimientos.
Posteriormente, los aislamientos logrados fueron identificados
mediante tipificacién tradicional. Se determind la presencia de B.
melitensis biovar 1 en los establecimientos visitados de la localidad
de Miraflores, coincidente con reportes previos para la regién. El
aislamiento de B. melitensis y su relacidn con abortos en cabras
confirma el alto impacto de esta enfermedad en la produccién
caprinay recuerda su peligro potencial para otras especies animales
y el riesgo zoondtico para las familias rurales.

Palabras clave: cabras, Brucella melitensis, aislamiento, Argentina,
bacteriologfa.

Abstract: The study was conducted in the village of Miraflores,
county of General Giiemes, Chaco, Argentina. Seven farms were
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bacteriology.

INTRODUCCION

La brucelosis caprina es una enfermedad infecciosa crénica producida por
Brucella melitensis, un microorganismo patdgeno con tres biotipos (1, 2 y 3)
reconocidos hasta el momento (Dawood et 4/., 2023)

Sibien B. melitensis puede infectar a una gran variedad de animales domésticos
y silvestres y al ser humano (OIE, 2022), los caprinos y los ovinos son sus
principales huéspedes. En Argentina, la infeccion por B. melitensis, producida por
el biovar 1, est4 pricticamente restringida a los caprinos (Robles ez a/., 2014).

Los principales signos clinicos de la enfermedad son el aborto en el
tltimo tercio de la gestacidn y retencidn plancentaria, nacimiento de cabritos
débiles o mortinatos y alteraciones reproductivas como orquitis, epididimitis y
consecuente produccion de semen de mala calidad (Alton, 1990; Megid ez al.,
2010; OIE, 2022).

En el mundo, la distribucién de la brucelosis caprina es amplia, pudiéndose
encontrar en paises de Asia central, Oriente Medio, Africa Subsahariana y
region Mediterrdnea. En Latinoamérica, mds especificamente, México, Pert y
Argentina, la enfermedad es endémica (Rossetti ez al., 2017).

En Argentina la distribucién de la brucelosis caprina es heterogénea. Robles
et al. (2014) establecieron tres dreas de alta prevalencia (prevalencia >2,5%)
que comprenden: Area centro-norte (este de las provincias de Salta y oeste de
Formosa); Area noroeste sur (provincias de La Rioja y Catamarca) y Area Cuyo
(provincias de Mendoza y sur de San Juan). Sin embargo, mientras las dreas de
nuestro pais comprendidas por las provincias de Cérdoba, Santiago del Estero,
Tucumdn y San Luis y oeste chaqueno, se asocian con niveles de baja y mediana
prevalencia (prevalencia <2,5%); otras provincias como La Pampa, Buenos Aires,
Corrientes, Entre Rios no han registrado evidencias en los tltimos anos. El
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) en el afo
2017, mediante la Resolucion N°857, declaré la region patagénica (Provincias de
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Neuquén, Rio Negro, Chubut, Santa Cruz y Tierra del Fuego) como libre de B.
melitensis en ovinos y caprinos (Resolucién 857/17-E, SENASA).

En los paises en vias de desarrollo, donde se registran los mayores indices
de prevalencia de la enfermedad, la produccion caprina es el principal sustento
econdémico de medianos y pequenos productores, que contienen alrededor del
90% del ganado caprino existente a nivel mundial. Sumado a esto, la existencia
de animales enfermos implica pérdidas econémicas elevadas (Coelho ez al., 2014;
Rossetti er al., 2017; Franc e al., 2018; Rossetti ez al., 2022). Es, por esto,
una enfermedad de denuncia obligatoria en medicina veterinaria y un problema
de salud puiblica para la poblacién humana (Resolucién N°372/17 - SENASA;
Dawood et al., 2023).

En la regién del noreste argentino, los registros oficiales sanitarios actuales
respecto a brucelosis caprina son escasos. Se han realizado relevamientos
seroldgicos en las provincias de Formosa y Chaco, detectindose prevalencias
elevadas a Brucella melitensis que van de 36% y de 40,9% para la provincia de
Formosa (Russo ¢ al., 2016; Martinez et al., 2018) y de 10,14% para el Chaco
(Monzén et al., 2021).

En la regién del impenetrable chaqueno, donde se llevé adelante el trabajo
que se reporta en este estudio, no se realizan relevamientos sanitarios abarcativos
y rutinarios, siendo por el contrario, intervenciones aisladas y parciales, por lo
que no queda claro, generalmente, el verdadero estatus sanitario de los hatos.
Ademas de lo limitado de los trabajos en terreno, éstos se circunscriben a un
diagndstico seroldgico y sin disefio epidemioldgico, que no llega a confirmarse
con el aislamiento vy tipificacién del agente causal. El cultivo bacteriolégico de
Brucella melitensis constituye la prueba “Gold Standard” para la identificaciéon
definitiva del agente causal, razén por la cual, siempre que el trabajo en terreno
lo permita, es conveniente realizar la toma de muestras bioldgicas para lograr el
aislamiento de la bacteria (OIE, 2022).

Por todo lo anteriormente descrito, el objetivo de este estudio fue el de
contribuir a la actualizacién de la situacién de la brucelosis caprina en la regién
oeste de la provincia del Chaco, mediante un estudio serolégico y la confirmacién
de la etiologia mediante cultivo y tipificacién de B. melitensis en hatos caprinos.

MATERIALES Y METODOS

1. Seleccion de animales susceptibles

Luego de un relevamiento seroldgico realizado previamente para brucelosis
caprina en diferentes establecimientos de la localidad de Miraflores, se
preseleccionaron siete rebafios de caprinos de acuerdo a los resultados de las
pruebas de Antigeno Tamponado en Placa (BPA) de cribado positivo, y como
prueba confirmatoria el Ensayo de Fluorescencia Polarizada (FPA) (Nicola ez 4/,
2019),y donde la prevalencia media a nivel rebanio fue de 1,83% (rango 6,6-40%).
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A partir de un total de 436 animales, se tomaron muestras de sangre sin
anticoagulante para obtencién de suero para seleccionar los animales con
reaccién positiva. En el caso de las hembras parturientas con abortos en los
ultimos 15 dias retrospectivos desde el inicio del muestreo, se tomaron diferentes
muestras que consistieron en: sangre con anticoagulante (citrato de sodio),
hisopados vaginales y muestras de leche de ambas glindulas mamarias en
recipientes estériles.

Procesamiento de las muestras: las muestras de sangre sin anticoagulante
fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos para la obtencién de suero.

Las muestras de sangre anticoagulada, hisopados vaginales y leche, fueron
remitidas refrigeradas dentro de las 48 hs. de recolectadas para cultivo al
Laboratorio de Bacteriologia de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de
la Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC). Las muestras de sangre
se centrifugaron para proceder a la extracciéon de alicuotas de 10 ul de
la fraccién leucocitaria para su siembra. Los hisopados vaginales fueron
sembrados directamente sobre las placas con agar. Las muestras de leche fueron
homogeneizadas con un agitador vorticial previo a la siembra (Alton et al., 1988;
OIE, 2022).

3. Metodologia de cribado indirecto para preseleccion de animales reactantes

La realizacion de las pruebas seroldgicas de aglutinacion en placa con Antigeno
Tamponado (BPA) y de Fluorescencia Polarizada (FPA) se llevaron a cabo en
las instalaciones del Laboratorio de Sanidad Animal perteneciente a la citedra
de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional del Nordeste (UNNE). El ensayo de BPA es un analisis
cualitativo que se basa en la observacion de la aglutinacién del suero problema
en presencia de antigeno de Brucella y estd reglamentada en Argentina como
prueba tamiz. El ensayo de FPA se basa en la medicién, en un equipo denominado
polarizador, del cambio en el 4ngulo de difraccién de un haz de luz polarizada que
se hace incidir sobre una solucién de antigeno y posteriormente a la adicién de
suero problema, una solucién de complejos antigeno-anticuerpo. Este cambio es
traducido en unidades milipolares (Ump), constituye una prueba cuantitativa y
estd reglamentada como confirmatoria en el pais (Nicola ez al., 2019). Para tal fin,
se utilizaron los reactivos provistos por el Laboratorio Bioldgico Biotandil®. Los
animales considerados positivos fueron aquellos que tuvieron reaccién positiva
a la prueba de cribado (BPA), seguido de FPA positivo (con valores iguales o
mayores a 85 UmP) tal como lo establece el SENASA (Nicola ez 4/., 2019).

4. Cultivo, aislamiento ¢ identificacién bacteriana

Las muestras fueron sembradas en placas de cultivo de Agar Brucella (Neogen®
Culture Media) con la adicién de 7% de suero fetal bovino en estrias por
agotamiento sobre la superficie de cada placa. Las placas fueron incubadas a
37°C en microacrofilia con la adicién de 5% de diéxido de carbono y las lecturas
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realizadas a las 24, 36 y 48 hs subsiguientes; los controles continuaron hasta los
7 dias. A partir de las colonias con caracteristicas macroscopicas consistentes con
las del género Brucella, se procedid a las tinciones de Koster y Gram (Alton ez al.,
1988; OIE, 2022).

Las colonias en fase lisa sospechosas fueron remitidas al Laboratorio de
Referencia de Brucelosis (LRB61) INEI-ANLIS Dr. Carlos G. Malbrin de
la ciudad de Buenos Aires para complementar su identificacién a nivel de
especie y biovar por tipificacién fenotipica (OIE, 2022; Corbel & Banai 2005;
Alton ez al., 1988;). Se observé morfologia de las colonias, requerimientos de
suero y CO, para su desarrollo, prueba de ureasa por el método de Bauer,
producciéon de H,S, aglutinacién con sueros policlonales monoespecificos
dirigidos contra determinantes antigénicos del LPS (Anti A, My R). Las pruebas
de susceptibilidad a lisis por fagos Thbilisi (TB) y R/C (propagado en R-Brucella)
se emplearon en la dilucién habitual de la prueba (Routine Test Dilution - RTD),
que consiste en la menor concentracion de fagos que produce lisis completa en su
cepa de propagacién (Corbel & Thomas, 1985). Otros criterios que se utilizaron
para diferenciar las cepas de Brucella spp. fueron: crecimiento en presencia de
bacteriostdticos en las siguientes concentraciones: Polialcoholes, eritritol (1mg/
ml), antibiéticos penicilina (SUI/ml) y estreptomicina (2.5ug/ml) y a diferentes
colorantes tales como, fucsina bdsica, tionina (dilucién 1:25000, 1:50000 y
1:00000), safranina (1:5000), verde de malaquita (1:500000), violeta de metilo
(1:100000), azul de tionina (1:500000) y pironina (1:50000) (OIE, 2022; Garin-
Bastuji, 2014; Corbel, 2006).

Se incluyeron como controles las cepas de referencia: B. abortus biovar 1, 544;
B. melitensis biovar 1, 16M ; B. suis biovar 1, 1330y B. canis RM6-66 (OIE, 2022;
Garin-Bastuji, 2014; Corbel, 2006).

RESULTADOS

Se pudo aislar B. melitensis a partir de hisopados vaginales y/o sangre en el 42,8%
(n=3) y en el 7,5% (n=6) de los 7 rebaios y 80 animales seleccionados por
su seropositividad, respectivamente. No se lograron aislamientos a partir de las
muestras de leche colectadas. Los resultados de los aislamientos obtenidos a partir
de 125 muestras clinicas se muestran en el grafico 1.
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E Cultivos negativos
® Hisopados vaginales (n=3)

B Muestras de sangre (n=5)

Grafico 1
Resultados de aislamiento de Brucella melitensis a partir de
muestras bioldgicas tomadas en 80 caprinos seropositivos

El desarrollo de colonias pequenas, translicidas, de bordes lisos compatibles
con Brucella spp. se observé en 8 placas de cultivo. Se aislaron cocobacilos
inméviles, de una longitud de entre 0,6 a 1,5 u, acapsulares y no esporulados,
negativos a las coloraciones de Gram y de Koster.

De las 7 cabras a partir de cuyas muestras clinicas se aislé B. melitensis, 6 fueron
serolégicamente positivas y la restante no evidencié un titulo de anticuerpos
suficiente para ser detectado por las pruebas de BPA y FPA.

Los resultados obtenidos a partir del cultivo de muestras de cabras
seropositivas y/o sintomdticas a brucelosis se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1
Cantidad de rodeos animales muestreados reactores seroldgicos positivos y
cultivos bacterioldgicos resultantes a partir de muestras clinicas de caprinos
seropositivos yo sintomdticos de la localidad de MirafloresDpto Gral Giiemes Chaco

Animales Tipo de muestra y cantidad
Total de
serologicamente  de cultivos bacteriologicos
Establecimiento animales
positivos obtenidos compatibles con
muestreados (n)
(ny %) Brucella spp.
1 Hisopado vaginal (+)
1 70 37 (52.8%)
3 muestras de sangre (+)
2 42 5(11,9%) 2 Hisopados vaginales (+)
3 84 6(7.1%) 2 muestras de sangre (+)
4 60 8 (11,5%) :
5 25 2 (8%) -
6 46 8 (17,3%) s
7 100 14 (14%) -
Totales 436 80 (18,3%) 8 (10%)

Durante la caracterizacién fenotipica del crecimiento de las colonias,
se demostré que los aislamientos bacterianos no requiriecron CO., ni el
enriquecimiento con suero equino para potenciar su desarrollo iz vitro. Los
resultados de la tipificacion tradicional de los aislamientos se muestran en la tabla
2.
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Tabla 2
Resultados de tipificacién tradicional de cultivos bacterioldgicos de colonias obtenidas de
cabras seropositivas yo sintomaticas de brucelosis pertenecientes a tres establecimientos de la
localidad de MirafloresDpto Gral Giiemes Chaco A Caracteristicas de crecimiento frente a CO,
H,S y en medios de cultivo enriquecidos B Caracteristicas de Aglutinacién y Fagotifipicacion

A

Crecimiento en medio de cultivo con:

COz H:S Tionina Fucsina Safranina Pironina Verde de Penicilina Estreptomicina Ureasa
basica (o] malaquita
6 60 & ) ) () () ) ©) )
B
Aglutinacion* Lisis de fagos**
A M R Tb Wb R/C

0 & 6 6 GhH ©

*A: suero monoespecifico anti-B. abortus; M: suero monoespecificoanti-B. melitensis; suero anti Brucella R

** Fagos Thilisi (TB), Weybridge (Wb) y R/C (propagado en R-Brucella)

De lo anteriormente descrito se pudo concluir que se trataba de B. melitensis
biovar 1 (OIE, 2022).

DISCUSION

El cultivo bacterioldgico es la prueba “Gold Standard” para el diagndstico de
especies de Brucella. En este estudio, para la obtencion de los cultivos, fueron
determinantes: la correcta toma de muestras, remisién (dentro de las 48 hs), y
posterior procesamiento, en consonancia con lo recomendado por otros autores
(OIE, 2022; Saavedra et al., 2019). Teckle et al. (2019), realizando cultivos a
partir de 64 muestras bioldgicas caprinas, obtuvieron 12,5% de aislamientos, un
resultado similar a lo obtenido en este trabajo.

En las condiciones evaluadas, se pudo lograr el aislamiento y tipificacién de
Brucella melitensis biovar 1 a partir de sangre e hisopados vaginales, muestras
que, por otra parte, son mds simples de manipular y menos riesgosas que
el procesamiento de productos del aborto, que sin embargo, son muestras
recomendadas como preferentes (OIE, 2022; Saavedra ez /., 2019). Por otra
parte no fue posible acceder a estas tltimas en este trabajo, debido a las
condiciones medioambientales y geograficas del Impenetrable chaqueno.

El agar comercial utilizado en este ensayo (Neogen® Culture Media), que
permitié el aislamiento de Brucella spp. y de otros microorganismos fastidiosos,
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no fue adicionado con mezclas antibidticas para inhibir el crecimiento de
otros microorganismos que pudieran desarrollarse por encima de las especies de
Brucella (Alton et. al., 1988). Esto podria ser una de las razones por la cual la
cantidad de aislamientos fue limitada. Por otra parte, si bien se recomienda la
utilizacién de medios de cultivo selectivos para muestras de campo como ser
CITA o Farrell (De Miguel ez al., 2011; Martinez Herrera et al., 2009), en
algunos casos, éstos pueden resultar inhibitorios para algunas cepas de Brucella
(Mena-Bueno et al., 2022), por lo tanto es recomendable sembrar en medios de
cultivo con y sin mezclas antibidticas.

Laausencia de crecimiento bacteriano en las muestras de leche puede deberse a
la utilizacién de un medio (Brucella Agar - Neogen® Culture Media) no especifico
para la obtencién de la bacteria a partir de dicha muestra. Martinez Herrera ez
al. (2009), realizaron una evaluacién comparativa entre diferentes métodos de
aislamiento de B. melitensis a partir de muestras de leche caprina, demostrando
que los medios de cultivo de Farrell y TSA enriquecidos con suero bovino
son los ideales para el desarrollo de colonias a partir de este tipo de muestras.
Cabe destacar que a pesar de existir medios de cultivo mas indicados para el
aislamiento de Brucella a partir de las muestras obtenidas, su acceso no estuvo
dentro de las posibilidades de este trabajo. Por otra parte la rapidez de la siembra
luego de recolectada la muestra (menos de 48 horas) y los muestreos seriados
de leche, favorecen el crecimiento bacteriano (Martinez Herrera et al., 2009),
requerimientos de obtencidn que asimismo no fueron posibles de cumplir en las
condiciones del presente trabajo.

El aislamiento de B. melitensis a partir de un hisopado vaginal proveniente
de una cabra que habia abortado y cuya serologia fue negativa para las pruebas
de BPA y FPA, podria deberse a una falla en los test seroldgicos concretamente
relacionado con la sensibilidad propia de cada técnica que es de 92.3% para
BPA (Nielsen e al., 2005a) y del 98.5% para FPA (Nielsen ez al., 2005b). Las
infecciones recientes, escasa circulacion de Brucella en sangre y la presencia de
animales portadores silentes en los que la bacteria persiste en el organismo,
localizada en algtin érgano, sin desarrollar una respuesta inmune detectable (El-
Diasty et al., 2018; Diaz-Aparicio, 2013; Herrera ez al., 2011), son posibilidades
que podrian explicar también este hallazgo. Si bien, por su practicidad, se
recurre al uso del diagndstico seroldgico para lograr el saneamiento de los
hatos, se podria considerar recolectar, ademas, muestras para la realizacién de
cultivos y/o de técnicas moleculares como PCR u otras (Saavedra ez 4/, 2019)
en hatos con elevada circulacion bacteriana. Debe considerarse que, si bien el
cultivo bacterioldgico y el aislamiento del agente fue alcanzado, este diagndstico
inequivoco de la presencia de la enfermedad no es accesible en la regién, razén
por la cual se recurrié a laboratorios de las provincias de Cérdoba y Buenos Aires
para lograr el objetivo primordial de este trabajo.

La identificacidon de hatos serolégicamente positivos, algunos de ellos con altas
prevalencias (Monzén et al., 2021), en la localidad de Miraflores sumado a los
aislamientos de B. melitensis biovar 1 a partir de muestras de sangre ¢ hisopados
vaginales, ratifican la importancia de esta zoonosis en la region.

Sibien otros autores reportaron hallazgos de B. melitensis biovar 1 en regiones
cercanas, tal fue el caso de Russo e al. (2016) para la provincia de Formosa,
Lucero ¢t al. (2007) para las regiones del NOA, Cuyo y Pampa Hiimeda y Gaido
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et al. (2015) para el este de Salta, este es el primer reporte actualizado del hallazgo
y tipificacién del agente en la region noroeste de la provincia del Chaco.

A partir de los presentes resultados, se propone sumar el noroeste de la
provincia del Chaco a la regién de alta prevalencia previamente descrito por
Robles, ez al. (2014), compuesta por el este de Salta (Gaido ez al., 2015) y oeste
de Formosa (Russo ez 4., 2016) a fin de generar futuras estrategias de control
comunes a todo el conglomerado.

CONCLUSIONES

Los aislamientos de Brucella melitensis biovar 1 logrados en el presente estudio,
confirman la presencia de brucelosis caprina en la provincia del Chaco,
Argentina, lo cual refuerza los resultados serolégicos previos.

El uso de medios de cultivo enriquecidos para el aislamiento de Brucella
spp., con mezclas de antibidticos adecuados, podria aumentar la cantidad de
aislamientos en este tipo de estudios.

La identificacidn de Brucella melitensis biovar 1, sumado a la situacidn de alta
prevalencia en las tres provincias (Salta, Formosa y Chaco), deberfa promover
el establecimiento de una estrategia comtn de control de la enfermedad en los
animales, e involucrar a las autoridades de Salud Publica para conocer la situacion
de la brucelosis en las familias criadoras de caprinos de la region.
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