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PALABRAS CLAVE Resumen Se realizd un estudio epidemioldgico de brucelosis en 516 majadas caprinas o mix-
Brucelosis; tas (caprinos/ovinos) de las 3 regiones agroecoldgicas de la provincia de Formosa, Argentina.
Caprinos; Mediante las pruebas de aglutinacion en placa con antigeno tamponado y de fijacion del comple-
Ovinos; mento en suero se estudiaron un total de 25.401 caprinos y 2.453 ovinos. Ademas, se realizaron
CFT melitensis bv. 1; cultivos bacterioldgicos y PCR en muestras de leche de cabras de 3 majadas con brucelosis y
Formosa; abortos recientes. Se detectd brucelosis en 4 de los 9 departamentos de la provincia, la preva-
Argentina lencia global fue del 2% y la intrapredial varid entre el 1y el 40%. La proporcion de majadas

positivas fue del 3,6, el 12 y el 36 % para las regiones este, centro y oeste, respectivamente.
Se aislo Brucella melitensis bv. 1 de cabras por primera vez en la provincia. La PCR amplifico
fragmentos esperados de 827 pb correspondiente al gen omp2ab (Brucella spp.) y de 731 pb
correspondiente al inserto IS711 (B. melitensis). La deteccion de anticuerpos en ovinos que
cohabitan con caprinos sugiere que las infecciones habrian sido causadas por B. melitensis, lo
que constituye un riesgo adicional para la salud publica. Los programas de control y erradicacion
de la brucelosis deberian considerar las majadas mixtas como una sola unidad epidemioldgica.
Los resultados indican que la brucelosis por B. melitensis bv. 1 es altamente endémica en las
regiones centro y oeste de la provincia de Formosa.

© 2015 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la CC BY-NC-ND licencia (http://creativecommons.org/licencias/by-
nc-nd/4.0/).
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Epidemiology of caprine and ovine brucellosis in Formosa province, Argentina

Abstract An epidemiological study of brucellosis was carried out in 516 goats and mixed flocks
(goat/sheep) from the three agro-ecological regions of Formosa province, Argentina. Serum
samples from a total of 25401 goats and 2453 sheeps were analyzed using buffered plate agglu-
tination test (BPAT) and complement fixation test (CFT). Bacteriological and PCR analyses on
milk samples from goats in three flocks with a history of brucellosis and recent abortions were
also performed. Brucellosis was detected in four of the nine departments of the province with
an overall prevalence of 2% and an intra-flock prevalence ranging between 1% and 40%. The
proportion of infected flocks was 3.6%, 12% and 36 % for the eastern, central and western
regions, respectively. Brucella melitensis bv. 1 was isolated efrom goats for the first time in the
province. The expected fragments of 827 bp from the omp2ab gene (Brucella spp.) and 731 bp
from the insert IS711 (B. melitensis) were amplified by PCR. Detection of antibodies by BPAT
and FCT in sheep cohabiting with goats suggests that infections could have been caused by
B. melitensis, posing an additional risk to public health. Control and eradication programs for
brucellosis should consider mixed flocks as a single epidemiological unit. The results indicate
that brucellosis by B. melitensis bv1 is highly endemic in the central and western regions of
Formosa province.

© 2015 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaia, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Introduccioén

La brucelosis causada por Brucella melitensis es una enfer-
medad infecciosa de amplia distribucion mundial que afecta
principalmente a caprinos, considerado su hospedador natu-
ral, y también a ovinos’?. La enfermedad es transmitida
al hombre, por lo que constituye una de las zoonosis de
mayor interés veterinario y de salud publica'. Afecta a los
pequenos rumiantes sexualmente maduros; en las hembras
provoca signos clinicos asociados a abortos, retencion de
placenta y nacimiento de crias débiles, con excrecion de los
microorganismos a través de las descargas uterinas y en la
leche. En los machos produce orquitis y epididimitis® 424,
La transmision al hombre se produce principalmente por
contacto directo a través de las mucosas con productos
del aborto contaminados con B. melitensis, o por consumo
de productos lacteos o sus derivados contaminados y no
pasteurizados'>3*, por lo que esta zoonosis se torna rele-
vante en los sistemas de produccion de subsistencia de
Argentina.

La poblacion total de caprinos en el pais es de 4.270.000
cabezas, criadas en su mayoria por familias de pequenos
productores en las regiones mas pobres, aridas y margina-
les del pais. El principal producto que se obtiene de estos
animales es la carne y la leche, que utilizan para su propia
alimentacion, con venta del remanente?.

En Argentina se han realizado numerosos estudios
sobre brucelosis caprina y se han identificado diferen-
tes regiones endémicas en el NOA, el NEA y la zona de
Cuyo"210,11.23,.25.26,28.33  Ep Salta, en el departamento Riva-
davia, se detect6 una prevalencia de brucelosis caprina del
11,5% al norte del rio Bermejo y del 18 % al sur, y se aisl6 B.
melitensis biovar 1 de leche y de hisopados vaginales®. En
Mendoza, la prevalencia de brucelosis caprina fue del 3,83 %
en el departamento Malargiie?, mientras que otros trabajos
indican una prevalencia del 72 y el 4% para las zonas norte

y sur de la provincia, respectivamente®®. Casos aislados de
brucelosis caprina y aislamientos se han reportado en otras
zonas del pais?*2°,

En la provincia de Formosa, existen algunos anteceden-
tes en los departamentos del oeste (Matacos, Bermejo) y
del centro (Patino), en un estudio realizado en 55 majadas
caprinas, que indicé una prevalencia de majadas positi-
vas a brucelosis de alrededor del 10%>%728, En Argentina
también existen antecedentes de brucelosis en ovinos que
compartian el predio con caprinos. Se detectaron anticuer-
pos aglutinantes contra cepas lisas de Brucella en majadas
de las provincias de La Pampa y San Luis, y B. melitensis fue
aislada de leche de ovinos de San Luis?2.

El objetivo de este estudio fue evaluar la situacion epi-
demiologica actual de la brucelosis en caprinos y ovinos que
comparten predios en las diferentes areas agroecologicas de
la provincia de Formosa. Para ello se recurrié al analisis de la
prevalencia serologica y la identificacion de Brucella spp. La
finalidad de este trabajo fue aportar informacion epidemio-
légica de brucelosis en pequefos rumiantes, para contribuir
a la elaboracion de un plan de control de la enfermedad en
estas especies por parte de las entidades gubernamentales
pertinentes.

Materiales y métodos
Area geografica en estudio

El estudio se llevo a cabo en la provincia de Formosa y abarco
las 3 areas agroecologicas que la componen. La region este,
humeda, esta integrada por los departamentos Formosa,
Laishi, Pirané, Pilcomayo y Pilagas; la region centro, subhu-
meda, comprende el departamento Patifo, y la region oeste,
semiarida, incluye los departamentos Bermejo, Matacos y
Ramén Lista'® (fig. 1).
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Figura 1

Majadas estudiadas

Entre los meses de enero del 2010 y mayo del 2013 se
relevaron un total de 516 majadas, 370 de caprinos y 146
mixtas, de caprinos y ovinos. De la region este se estudiaron
876 caprinos procedentes de 28 majadas; de la region centro
se investigaron 17.772 caprinos y 1.645 ovinos de 332 maja-
das que incluyen 78 mixtas, y de la region oeste se evaluaron
6.753 caprinos y 808 ovinos de 156 majadas, de las cuales 68
eran mixtas. Todos los animales estudiados se identificaron
con caravanas.

Se estudiaron también 3 majadas caprinas con antece-
dentes clinicos de abortos y serologia positiva a brucelosis:
la primera majada (MJ1) estaba ubicada en la localidad de
Las Lomitas (-24° 41’ 59,9994, -60° 36’ 0’’); la segunda
majada (MJ2) en Colonia Km 503 (-25° 22’ 47,9994"’, -60°
17’ 59.9994’’), ambas en el departamento Patino, en la
region centro, y la tercera majada (MJ3) estaba situada en
Guadalcazar (-23° 48’ 0’’, -64° 28’ 58,8’’), departamento
Bermejo, en la region oeste (fig. 1).

Obtencion de muestras

Se realizd un muestreo por conveniencia con un nivel de con-
fianza del 95% y un margen de error del 20 %. Se extrajeron
muestras de sangre del total de caprinos (n=25.401) y de
ovinos (n=2.453), se trato de animales adultos que pudie-
ron ser recluidos en los corrales de encierro de majadas, con
un rango de entre 20 y 100 animales, situacion que se pre-
senta en el 90% de los pequeios productores. La extraccion
de sangre se realizé6 mediante puncion de la vena yugular;
en el laboratorio se obtuvieron los sueros por centrifugacion
y se conservaron a —20°C hasta su procesamiento.

De las 3 majadas con antecedentes de brucelosis se
tomaron muestras de leche (15ml) en tubos estériles; este

Regiones agroecologicas este, centroy oeste de la provincia de Formosa y departamentos que las componen. Localizacion
de las 3 majadas caprinas infectadas con Brucella melitensis bv. 1.

muestreo abarcé 15 cabras en lactancia con antecedentes
de aborto reciente, 5 de la MJ1, 6 de la MJ2 y 4 de la MJ3.
Las leches se conservaron a —20°C hasta su procesamiento.

Los muestreos se llevaron a cabo de acuerdo con la capa-
cidad operativa de los equipos de trabajo de campo, a la
posibilidad de llegar a terreno y a la voluntad, y el consen-
timiento de los propietarios de las majadas.

Analisis serologico

Las muestras fueron analizadas mediante la prueba de aglu-
tinacion en placa con antigeno tamponado (BPA) como tamiz
y la prueba de fijacién del complemento (FC) como confir-
matoria. Los resultados de esta Gltima prueba se expresaron
en unidades internacionales (Ul). Valores > 20 Ul FC se con-
sideraron positivos'®20,

Caracterizacion de Brucella spp.

A partir de las muestras de leche se realizaron cultivos bac-
terioldgicos y estudios moleculares para caracterizar la/s
especie/s de Brucella actuante/s en las majadas caprinas
con antecedentes de brucelosis y abortos.

Aislamiento de Brucella spp.

Las muestras de leche se centrifugaron a 3.000¢ durante
30miny el sedimento junto a la grasa se cultivaron en medio
selectivo de Farrell, usando un medio base triptosa agar para
Brucella spp. (DIFCO, Detroit Michigan, EE. UU.). Se incubo
en microaerobiosis, en una atmosfera de 10% de CO,, y en
aerobiosis. La tipificacion de colonias se realizd mediante
las pruebas bioquimicas y aglutinacion con sueros monoes-
pecifios anti-A y anti-M'%20.21,
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Tabla 1  Caprinos positivos para brucelosis en la provincia de Formosa, Argentina
Dptos. Regiones
Este Centro Oeste
Formosa Laishi Pirané Pilcomayo Pilagas Patino Bermejo Matacos R. Lista
Caprinos (n) 199 181 373 75 48 17.772 5.753 384 616
Positivos (%) 0 1,1 0 0 0 1,22 2,58 0 17,2
Departamento Patifio Departamento Bermejo Departamento Ramén Lista
31-40% | 2% 31-40% 29%
S o 81-40% [ 6% s
g 21-30% | 2% 9 8 21-30%
2 $ 21-30% M 4% 2
£ 2 IS
© 11-20% | 2% S oo
S ’ g 11-20% 6% g 11-20%
=] 0 o
g 1-10% [l 6% S 1-10% g 1-10%
i 88% S o
0% T 0% 72% 0% 37%
0% 100% 0% 100% 0% 100%
Porcentajes de infeccion Porcentajes de infeccion Porcentajes de infeccion
majadas estudiadas n = 254 majadas estudiadas n = 67 majadas estudiadas n = 21
Figura 2 Rango y proporcion de brucelosis en las majadas caprinas de los departamentos Patifo, Bermejo y Ramon Lista de las

regiones centro y oeste de la provincia de Formosa, Argentina (2010-2013).

Identificacion molecular de Brucella spp.

Una alicuota de cada muestra de leche fue desti-
nada a la extraccion del ADN mediante el método
de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (24:24:1). Para la
caracterizacion molecular se analizé el polimorfismo gené-
tico del gen omp2a-b mediante PCR'®, y de un elemento
estable /S711 con localizacion especifica en el genoma de
cada una de las especies de Brucella. Para este caso se
utiliz6 AMOS-PCR (abortus, melitensis, ovis y suis)*.

La PCR se realizo a partir del ADN extraido de los aisla-
mientos y directamente de la leche en un volumen final de
50 pl. La temperatura inicial de la reaccion fue 94 °C durante
6 min, luego siguieron 35 ciclos a 94°C 45s, 58°C45sy 72°C
455, y una extension final a 72 °C 7 min. El producto de la PCR
fue analizado por electroforesis en agarosa al 1,5 %, tefnido
con bromuro de etidio y visualizado con luz ultravioleta. B.
melitensis bv. 1y B. abortus bv. 1 se utilizaron como con-
troles positivos. Un control de reactivos sin ADN sirvio como
control negativo.

Analisis de datos

Se obtuvieron indices epidemioldgicos de brucelosis para
la provincia de Formosa. Se determind la proporcion de

majadas caprinas, ovinas y mixtas positivas a brucelosis y
su distribucion segln las areas agroecolodgicas. Se estimo la
prevalencia serologica global para la provincia, por region
agroecoldgica y por departamento, ademas de la prevalen-
cia intrapredial.

Resultados

La prevalencia global de brucelosis caprina en la provincia
de Formosa fue del 2% y mostré un ascenso de este a oeste:
fue del 0,22, el 1,22 y el 3,76% en las regiones del este,
centro y oeste, respectivamente. Se detectaron animales
positivos a brucelosis caprina en 4 de los 9 departamentos
que comprenden la provincia (tabla 1).

La proporcion de majadas positivas a brucelosis caprina
fue del 3,6 % (1/28) en la region este, el 12% (30/254) en la
region centro y el 36% (32/88) en la region oeste.

En el departamento Matacos (region oeste) no se encon-
traron majadas positivas. La prevalencia de brucelosis
caprina intrapredial para los 3 departamentos restantes de
las regiones centro y oeste de Formosa vario entre el 1y el
40% (fig. 2).

En las 146 majadas mixtas (caprinos/ovinos) de las regio-
nes centro y oeste de la provincia, el 26,7 % resulté positivo
a brucelosis y se detectaron anticuerpos especificos en las

Tabla 2 Caprinos y ovinos que cohabitan en majadas (n=146) positivos para brucelosis por fijacion de complemento en la

provincia de Formosa, Argentina

Caprinos/ovinos Caprinos Ovinos
Total analizados n 11.404 8.951 2.453
Positivos a n 1.167 1.133 34
brucelosis % 10,2 12,6 1,4
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Tabla 3

Principales caracteristicas bioquimicas y de aglutinacion con sueros monoespecificos anti-A y anti-M de los aislamientos

obtenidos de leche de cabras con antecedentes de brucelosis y abortos

Crecimiento en presencia de colorantes

Aglutinacion

Cepas y Requerimiento Produccion
aislamientos-origen de CO; de H,S
Tionina Tionina Fucsina Anti-A  Anti-M
20pg/ml 10 pg/ml basica 20 pg/ml
B. abortus bv. 12 + + = - + o _
B. melitensis bv. 12 - - + ++ ++ - ¥
188-Colonia Km 503 - = + s . _ .
200-Colonia Km 503P = = + ++ ++ - +
911-Colonia Km 503 = = + ++ ++ - +
1441-Guadalcazar® = - o n, . _ .
345-Las LomitasP = = + ++ ++ - +

@ Cepas control.
b Aislamientos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

600 pb

Figura3  Amplificacion de fragmentos de ADN de 731 pb espe-
cifico para B. melitensis mediante AMOS-PCR. Calles 1, 2 y 3:
muestras de ADN de los aislamientos correspondientes a las
cabras 188, 200 y 911 de la majada MJ2 (Colonia Km 503).
Calles 4 a 8: muestras de ADN de leche de las cabras 105,184
(negativas), 188, 200 y 911 (infectadas). Calle 9: cepa de refe-
rencia de B. melitensis bv. 1. Calle 10: control negativo. Calle
11: marcador molecular de 100 pb (Invitrogen, EE. UU.).

2 especies. La prevalencia de brucelosis fue mayor en los
caprinos (12,6 %) que en los ovinos (1,4%) (tabla 2).

Se lograron 5 aislamientos de Brucella melitensis bv. 1 de
leche caprina de las 3 majadas con antecedentes de bruce-
losis y abortos; sus principales caracteristicas bioquimicas y
de aglutinacion se muestran en la tabla 3.

La PCR amplifico fragmentos Unicos de 827 pb, esperados
para el gen omp2ab de Brucella spp., y mediante AMOS-
PCR se amplificd el fragmento de 731 pb, especifico de B.
melitensis, tanto a partir del cultivo bacteriologico como de
las muestras de leche (fig. 3).

Discusion

El aislamiento de B. melitensis bv. 1, su identificacion por
PCR en muestras de leche y la proporcion de majadas y de
animales serologicamente positivos en las distintas regiones
agroecologicas de Formosa indican que la brucelosis caprina
es endémica en las regiones centro y oeste de la provincia.

Estos resultados confirman observaciones previas, donde
se encontré un 14,07% de majadas caprinas con seropre-
valencias de brucelosis intrapredial de hasta 89,5% en las
zonas centro y oeste?’. La deteccidon de anticuerpos contra
brucelosis en ovinos de la region sugiere que la infeccion

en esta especie podria ser causada por una cepa de Brucella
lisa, como B. melitensis, B. abortus o B. suis, y no por B. ovis.
Esta ultima especie, que es especifica para los ovinos, es
una cepa rugosa que no genera anticuerpos detectables por
las pruebas seroldgicas usadas en este trabajo (BPA y FC),
basadas en el lipopolisacarido de B. abortus S1119-3 (cepa
lisa)'®"?. No obstante, se desconoce la ocurrencia de abor-
tos o problemas reproductivos en los ovinos de las majadas
mixtas, donde se detectaron los seropositivos.

En un trabajo previo realizado en las provincias de La
Pampa y San Luis, se detectaron anticuerpos aglutinantes
en ovinos que convivian con caprinos con brucelosis, con
titulos que variaron entre 1/25 y 1/100, y por primera vez
se reportaron los primeros 3 aislamientos de B. melitensis
de leche de 3 ovinos, ademas de 2 caprinos, en las majadas
de San Luis".

Aunque la prevalencia de brucelosis en ovinos fue menor
(1,4%) que la encontrada en caprinos (12,6 %), los prime-
ros constituirian un riesgo potencial adicional para la salud
publica, por esta razon, los programas de control y erradi-
cacion de la brucelosis deberian considerar a las majadas
mixtas como una sola unidad epidemiolégica®.

La PCR fue de utilidad para caracterizar la especie de
Brucella spp. actuante en las majadas caprinas de Formosa,
no solamente a partir del ADN obtenido de las colonias, sino
también de las muestras de leche, por lo que esta técnica
seria de utilidad para caracterizar la especie infectante en
ovinos.

Hasta el momento se han reportado algunos aislamien-
tos de B. melitensis en Formosa, procedentes solo de
humanos'. En este trabajo se informa por primera vez el
aislamiento de B. melitensis bv. 1 de leche de 5 caprinos
con antecedentes de brucelosis y abortos recientes, de las
regiones centro y oeste de la provincia. También se encon-
tré B. melitensis bv. 1 con anterioridad en la region del
Chaco saltefno'®, contigua a los departamentos del oeste
de Formosa, con la que conformaria una region endémica
de brucelosis caprina que trasciende los limites geograficos
provinciales. En esta misma region se constato reciente-
mente un aislamiento de B. melitensis en un aborto ovino
de una majada mixta; fue esta la primera evidencia de
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patogenicidad en los ovinos locales'?. Si bien en este trabajo
no se intento el aislamiento de Brucella spp. en ovinos, la
convivencia de estos con caprinos infectados, y no con bovi-
nos y porcinos, sugiere que las infecciones en ovinos serian
causadas por B. melitensis.

La presencia de caprinos y ovinos con brucelosis repre-
senta un alto riesgo de infeccion para aquellas familias que
se dedican a la cria de pequenos rumiantes en regiones
donde la enfermedad es endémica. Por esto se requiere
investigar el papel epidemiologico y el impacto en la salud
publica de la region de otras especies de Brucella identifi-
cadas en Argentina'>'¢.

En la provincia de Formosa, la poblacién caprina es de
217.864 cabezas y la ovina de 145.630, y estos animales se
distribuyen entre 7.195 familias. Los pequenos productores
que crian hasta 100 cabezas son 6.397 y mantienen alrede-
dor del 90% del stock total’'32. El 90% de estos animales
son criados en los departamentos de las regiones centro y
oeste de la provincia en condiciones de subsistencia'®, que
es donde se registraron los indices mas altos de brucelosis.

En humanos se detectaron anticuerpos contra Brucella
spp. en el 4% de los individuos analizados (n=124) del
departamento Bermejo?®. La lucha contra la brucelosis en
humanos se debe abordar desde el control y la erradicacion
de la enfermedad en los animales domésticos’, y desde la
concientizacion de la poblacion en general y de los pequeios
productores de caprinos y ovinos en particular sobre los ries-
gos que implica esta zoonosis.

La distribucion de la brucelosis en pequefos rumian-
tes en la provincia de Formosa no se presento en forma
homogénea. La proporcion de majadas infectadas y la pre-
valencia intrapredial se fue incrementando de este a oeste.
Resultados similares fueron encontrados en el NOA, con una
alta variabilidad de la prevalencia en distintas areas de la
region®10:33,

Un estudio previo de brucelosis caprina realizado en el
departamento Patifno no revelo brucelosis en las majadas
caprinas analizadas, por lo que los autores concluyeron que
no habia riesgo para la salud publica en esas condiciones
de manejo®. Probablemente, ese resultado haya sido la
consecuencia de la heterogénea distribucion de la enfer-
medad y del escaso nUmero de majadas relevadas (n=14).
En contraste, el presente estudio incluyé 254 majadas de
Patifio, de las cuales el 88% resultd negativo, el 6% tenia
una prevalencia intrapredial menor del 10% y en el 6 % res-
tante la prevalencia varié entre el 10y el 40 %. Estas mismas
causas podrian explicar los resultados obtenidos en este tra-
bajo en el departamento Matacos, donde no se detectaron
positivos a brucelosis en ninguna de las 9 majadas anali-
zadas, todas procedentes de la zona aledanha a una sola
localidad (Ingeniero Juarez). Se requiere analizar un mayor
numero de muestras y de diferentes localidades para evaluar
la prevalencia de brucelosis en este departamento.

Los resultados epidemiologicos surgidos de este trabajo
plantean la necesidad de implementar distintas estrategias
para el control de la enfermedad segin la region. En los
departamentos del centro y oeste se podria implementar la
vacunacién con B. melitensis Rev 1%, En la regidn este,
con solo el 10% de las majadas caprinas de la provincia
y bajos indices de prevalencia (una sola majada positiva),
se podria aplicar otra estrategia de control oficial basada
en la vigilancia epidemioldgica. En este caso, se deberian

identificar las majadas con brucelosis, segregar los anima-
les positivos, reponer con caprinos y ovinos sanos y controlar
los movimientos. Las medidas para el control y erradicacion
de la brucelosis caprina en la region endémica del NEA debe-
rian ser implementadas en forma conjunta por los estados
provinciales involucrados.
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