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Resumen

La brucelosis es una enfermedad bacteriana, produ-
cida por Brucella sp., de gran importancia y amplia
distribucion en el mundo. Se trata de una zoonosis que
afecta marcadamente la salud publica y la economia
agropecuaria en la mayoria de los paises en desarrollo.
La ocurrencia de la enfermedad en humanos esta di-
rectamente asociada a la presencia de esta enfermedad
en animales, incluida la fauna silvestre.

Los signos clinicos de la enfermedad en animales no
son patognomoénicos y un diagnéstico definitivo de-
pende del diagnéstico directo e indirecto de labora-
torio.

La prevalencia de la enfermedad en bovinos en la
Republica Argentina, segiin el muestreo seroldgi-
co realizado por el Senasa en 2006, fue de 2,68 %.
Cuando la prevalencia es muy baja y en la etapa de
erradicacion, es fundamental contar con pruebas de
vigilancia epidemiolégica. Para la toma de muestras se
opta por lugares estratégicos de concentracion de ani-
males, tales como remates ferias, frigorificos, lugares
de vacunacion, etcétera.

El presente proyecto apunta al desarrollo de un mé-
todo rapido de diagnéstico con aplicacién en vigilan-
cia epidemiolégica y consiste en la creacion de un dis-
positivo utilizando la tecnologia de inmunocromato-
grafia de flujo lateral (ICFL), orientado a la detecciéon
in situ de anticuerpos anti-Brucella como indicador de
la presencia de la enfermedad.

Palabras clave: brucelosis, diagnéstico, inmuno-
cromatografia, vigilancia epidemioldgica

Abstract

Brucellosis is a major bacterial disease caused by
Brucella sp. and widely distributed in the world. It
is a zoonosis with great impact on public health and
agricultural economy in most developing countries.
The occurrence of the disease in humans is directly
associated with its presence in animals, including
wildlife.

Its clinical signs in animals are non-pathognomonic
and a definitive diagnosis depends on direct and
indirect laboratory diagnosis.

The prevalence of the disease in cattle in the
Republica Argentina, according to the serological
sampling carried out by Senasa in 2006 was 2.68 %.
When prevalence is very low and in the stage of disease
eradication, surveillance is essential. Places of great
concentration of animals, such as slaughterhouses,
vaccination points, etc. are strategic locations for
sample collection for the tests.

This project aims to develop a rapid diagnostic
method for epidemiological surveillance, a technology
device using lateral flow immunochromatography
(LFIC) for in situ detection of anti-Brucella antibodies.

Keywords: brucellosis, diagnosis,
immunochromatography, epidemiological
surveillance

Ministerio de

Agricultura, Ganaderia y Pesca
Presidencia de la Nacién |

= SeNnasda

44



b I d ‘ publicacion periddica
cientifico-tecnolégica

sns N.° 4, abril - junio 2014
ISSN 2314-2901 / revistasns@senasa.gov.ar

El presente proyecto ha sido presentado en el mar-
co de los “Premios Senasa a la investigacion, transfe-
rencia y comunicacioén de la sanidad, la calidad y la
inocuidad agroalimentarias” con el fin de incentivar,
desarrollar y profundizar actividades de investiga-
cién, desarrollo tecnoldgico e innovacion, asi como de
promover la formaciéon permanente y continua en el
conocimiento y el perfeccionamiento profesional en el
ambito de los Servicios Veterinarios.

La investigacion es el fundamento de los avances sa-
nitarios. El mejoramiento de la produccién y la sani-
dad animal, el desarrollo de la actividad pecuaria, la
importancia que tienen las enfermedades emergentes y
reemergentes y la necesidad de erradicar enfermedades
de impacto en la salud publica y en el creciente comer-
cio internacional han generado una gran demanda en
la medicina veterinaria de la investigacién de nuevas
herramientas diagndsticas a partir de los conocimien-
tos y alcances de la biotecnologia.

Recientemente el nuevo concepto «un mundo, una
salud» ha surgido de la consideracién de las grandes
oportunidades ligadas a la protecciéon de la salud pu-
blica por medio de las politicas de prevenciéon y con-
trol de patdgenos en las poblaciones animales, en la
interfaz entre el hombre, el animal y el medio ambien-
te (Plumb ez al., 2013). Estas politicas implican nuevos
mecanismos que permiten al conjunto de actores man-
tenerse mutuamente informados y actuar de manera
concertada con otras instituciones publicas, como en
el presente proyecto el Senasa y el INTA, compartien-
do objetivos y desarrollos biotecnoldgicos al servicio
de una problematica sanitaria como es la brucelosis,
incentivando la apertura de posibilidades a equipos
noveles de investigadores jovenes y fortaleciendo el
proceso de apoyo a equipos consolidados dentro del
ambito cientifico y tecnoldgico que presenten propues-
tas innovadoras y transferibles productivamente.

El proyecto de investigacion propuesto aborda el
tema de una zoonosis, la brucelosis, enfermedad pro-
ducida por Brucella sp. con importancia para la sa-
lud publica y la economia agropecuaria en la mayoria
de los paises en desarrollo. La evidencia genética e
inmunoldgica indica que todos los miembros del gé-
nero Brucella estan estrechamente relacionados. Sin
embargo, teniendo en cuenta que existen diferencias
relevantes entre las principales variantes en cuanto a
la preferencia por el hospedador y a la epidemiologia,
se reconocen seis especies cldsicas, cada una de las
cuales tiene un hospedador principal: B. abortus (bo-
vinos), B. melitensis (caprinos), B. suis (porcinos), B.
ovis (ovinos), B. canis (caninos) y B. neotomae (rata
del desierto). En la ultima década, se han aislado de
mamiferos marinos cepas de Brucella que no se pue-
den atribuir a ninguna de las especies anteriormente
reconocidas. Las investigaciones continian para esta-

blecer su posicién correcta en la taxonomia de este
género, y se propone que puedan ser clasificadas en
dos nuevas especies, B. cetiy B pinnipedialis (cetaceos
y pinnipedos). Ademds, dos nuevas cepas llamadas B.
microti, aislada recientemente de roedores (Microtus
arvalis) en Europa Central, y B. inopinata, aislada
de un implante mamario en una mujer en los Estados
Unidos, estdn en estudio para su clasificacién taxono-
mica (Scholz et al., 2010).

En los animales sexualmente maduros, la infeccion
se localiza en el sistema reproductivo. Por lo general,
produce placentitis seguida de aborto en las hembras
prefiadas durante el Gltimo tercio de la prefiez; en los
machos, los signos clinicos principales son epididimi-
tis y orquitis (OIE, 2012).

La transmision al hombre se produce fundamental-
mente por la ingestién de leche cruda y sus derivados,
por contacto directo con animales infectados, por in-
halacién o por inoculacion accidental y provoca sinto-
mas de debilidad, cefalalgia, dolor muscular y articu-
lar acompafiados con fiebre, sudoracion y escalofrios.
La angustia y la depresion son comunes en los casos de
infeccion prolongada no diagnosticada (WHO, 2006).

La permanencia de esta enfermedad en un rodeo li-
mita las posibilidades del sector pecuario y el comercio
internacional. Debido a las pérdidas econémicas en la
produccién animal, estimadas entre un 20 % y 15 %
para la produccion de leche y carne, respectivamente,
y su impacto en la salud publica, diferentes programas
de control y erradicacion de la brucelosis animal se
han desarrollado en el mundo. La prevalencia de la en-
fermedad en bovinos en la Republica Argentina, segtin
el muestreo seroldgico realizado por Senasa en 2006,
fue de 2,68 % (De la Sota et al., 2006).

Los signos clinicos de la enfermedad no son patog-
nomonicos y el diagnodstico definitivo se basa en el ais-
lamiento de Brucella a partir de material de abortos,
leche, ganglios y tejidos infectados, para lo cual es ne-
cesario contar con la infraestructura de bioseguridad
y metodologia de laboratorio adecuada asi como con
personal debidamente capacitado. El cultivo bacterio-
l6gico no es una técnica que se pueda usar masivamen-
te de rutina debido al tiempo que insume su ejecucion
y a los riesgos de infeccion para el operador. Ademas,
los resultados negativos no son siempre concluyentes
(Alton et al., 1988). El diagndstico por biologia mo-
lecular, como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), es ampliamente utilizado y constituye otro me-
dio de deteccion e identificacion de Brucella sp.

El diagndstico indirecto, consistente en la determina-
cion de la respuesta especifica celular o humoral frente
a los antigenos de Brucella, se usa masivamente; existe
un gran namero de pruebas de diferente sensibilidad y
especificidad y de mayor o menor complejidad (Nielsen,
2002; Godfroid et al., 2002; McGiven, 2013).
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En la etapa de erradicacion de la enfermedad es
fundamental utilizar pruebas de vigilancia epidemio-
logica. Para su uso se opta por lugares estratégicos
de concentracién de animales para la recoleccion de
muestras, como remates ferias, frigorificos, lugares de
vacunacion, etcétera.

Por otro lado, este tipo de ensayos también tiene
gran utilidad en dreas endémicas, con movimientos de
animales sin diagndstico previo, con una escasa in-
fraestructura de los servicios veterinarios y sin acce-
so a un laboratorio de diagndstico en la regién como
principales obstaculos (McGiven, 2013).

El presente proyecto apunta al desarrollo de un mé-
todo rapido de diagndstico para vigilancia epidemio-
logica. Consiste en el desarrollo de un dispositivo que
utilice la tecnologia de inmunocromatografia de flujo
lateral (ICFL) (O’Farrel, 2009; Millipore, 2013) para
la deteccion in situ de la presencia de anticuerpos con-
tra antigenos de Brucella como indicador de la presen-
cia de la enfermedad (Qu et al., 2009).

Desde su introduccién en la década de 1980, la
tecnologia de ICFL ha ido ganando aceptacion en el
inmunodiagnéstico de enfermedades infecciosas. La
principal razon de esta aceptacion es la simplicidad del
test. Las tiras reactivas son facilmente transportables
y compactas. Usualmente no se requiere el agregado
de reactivos externos para obtener los resultados, que
son rdpidos (en el orden de minutos) y faciles de inter-
pretar, sin la necesidad de un instrumento analitico
(Bandla et al., 2011). Hay pocos antecedentes de de-
sarrollo y evaluacion de ICFL aplicados al diagndstico
de brucelosis animal (Bronsvoord et al., 2009).

Existe una amplia variedad de soportes para el de-
sarrollo de las tiras reactivas, asi como una variedad
de disefios que permiten la detecciéon de antigenos o
anticuerpos. La técnica es flexible, ya que la tira reac-
tiva se puede disefiar para detectar anticuerpos contra
uno o varios antigenos de Brucella simultineamente.
Los antigenos seleccionados para el presente trabajo
son el lipopolisacdrido (LPS) que es el antigeno inmu-
nodominante de Brucella de naturaleza no proteica, y
BP26, un antigeno proteico que en ensayos protedmi-

cos present6 los mejores resultados en cuanto a sensi-
bilidad y especificidad.

Los principales objetivos del proyecto son:

- Desarrollar un prototipo para la deteccion de
anticuerpos anti-Brucella sp. utilizando la tecnologia
de inmunocromatografia de flujo lateral (ICFL).

- Evaluar la sensibilidad y especificidad relativa
del dispositivo frente a otras técnicas diagndsticas.

- Validar el dispositivo de diagnéstico utilizan-
do diferentes matrices de analisis

El principio bésico de este test es que cualquier li-
gando puede ser acoplado a un soporte solido y de-
tectarse visualmente en un corto periodo de tiempo.
Brevemente, un complejo molécula/receptor (general-
mente antigeno-anticuerpo) acoplado a una particula
coloreada (reactivo detector) migra a través de una
membrana y se encuentra con un reactivo inmovili-
zado en una linea de captura con el cual puede reac-
cionar. El complejo queda retenido en el sitio y puede
observarse por el color de las particulas a las cuales
esta unido (O’Farrel, 2009). Es facil de usar, descarta-
ble, rdpido y no requiere instrumental para su lectura,
lo que lo convierte en una herramienta ideal para ser
usada en el campo, o en servicios de emergencias de
hospitales y clinicas para el diagndstico presuntivo en
humanos. Se ha convertido en una plataforma tecno-
légica para el diagndstico a partir de su primer dis-
positivo comercialmente exitoso, el test de embarazo
basado en la deteccion rapida de la subunidad beta de
la gonadotrofina coridnica humana en orina, lo que se
logra con el simple agregado de la muestra al disposi-
tivo (May et al., 1991).

La tira reactiva propuesta consiste en una tira de ni-
trocelulosa porosa flanqueada en un extremo por una
almohadilla de papel que contiene los reactivos y en
el otro extremo una almohadilla de papel absorbente
que guia el fluyjo liquido de manera unidireccional.

La zona de deteccion, comprendida entre las dos al-
mohadillas, contiene dos lineas: una correspondiente
al antigeno (linea reactiva o de reaccion) y la otra, al
control positivo. La Figura 1 muestra un esquema del
dispositivo.

Almohadillaabsorbente

Pad de conjugado

Conjugado revelador
Almohadilla
de muestra

Linea reactiva

hEembrana nitrocelulosa

Linea control

Soporte plistico

Fuente: modificado de <http://sites.path.org/dx/files/2013/05/LateralFlow_platform_labels2.gif>.
Figura 1: Mapa de distribucion de los establecimientos encuestados y resultado del Copro-ELISA - Western blot, analisis de materia

fecal canina.
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Como antigenos se emplearan LPS de Brucella, ob-
tenido a partir de cultivos de B. abortus y extraidos
mediante procedimientos quimicos (Nielsen et al.,
1996b) y la proteina recombinante BP26 de Brucella
abortus (Rossetti et al., 1996; Cloeckaert et al., 2001,
Xim et al., 2013). La proteina BP26 recombinante es
producida en Escherichia coli y al gen codificante se
lo manipulé genéticamente para que la proteina lleve
en su extremo aminoterminal una etiqueta de polihis-
tinas para facilitar su purificacion mediante el empleo
de cromatografia de afinidad con una matriz cargada
con el catién niquel. El reactivo de deteccion serd pre-
parado conjugando particulas de oro coloidal de 40
nm a anticuerpos contra la IgG de la especie animal en
estudio purificados. Este conjugado serd portado por
la almohadilla de papel reactivo. La linea de control
de la reaccion estard constituida por Proteina G, que
posee la capacidad de reaccionar con IgG bovina.

Los ensayos se realizaran diluyendo los sueros suje-
tos a evaluacion en buffer salino que sera transferido a
la almohadilla de papel que posee el conjugado. Luego
de unos minutos se realizard la inspeccion visual. En
todos los casos, la linea de control deberia presentar
tincién. Si la linea de antigeno presenta tincién y se
observan las dos lineas, la de reaccién y la del control,
la muestra se considera positiva; si la muestra es ne-
gativa solo se observard una linea, correspondiente al
control. Para la deteccion de anticuerpos se trabajara
con sueros provenientes de una poblacion de bovinos
infectados (condicion confirmada por aislamiento de
la bacteria) y sueros negativos de establecimientos li-
bres de la enfermedad (analizados por las técnicas se-
rolégicas convencionales).

Las tiras reactivas pueden ser disefiadas para la de-
teccion de anticuerpos contra Brucella en diversas es-
pecies animales como bovinos, caprinos, porcinos y
humanos (Abdoel et al., 2008; Kim et al., 2007; Liang
et al., 2011).

La propuesta se disené de acuerdo con los diferentes
trabajos disponibles en la bibliografia para el desarro-
llo de equipos de diagndstico para enfermedades bac-
terianas relacionadas con Brucella, adaptindolo con
el uso de reactivos de produccién propia a los efectos
de generar independencia productiva y con reduccion
de los costos.

Como resultado del proyecto se espera desarrollar
un dispositivo que sea capaz de detectar anticuerpos
en sueros bovinos y de otras especies animales con
igual o mayor sensibilidad que otras pruebas diagnos-
ticas utilizadas de rutina.

En conclusion, la elecciéon de una estrategia de diag-
noéstico dependera de la situacion epidemioldgica pre-
dominante de la brucelosis en animales susceptibles en
una region o pais.

De acuerdo con las normas sanitarias nacionales
e internacionales, la presencia de la brucelosis en un
rodeo significa restricciones en los movimientos y en
el comercio, lo cual resulta en importantes pérdidas
econdmicas; en este escenario es relevante contar con
herramientas diagnésticas como la inmunocromato-
grafia para evaluar el estado seroldgico al pie del ani-
mal en forma rapida y con elevada confiabilidad, de
facil manipulacion e interpretacion, sin requerimiento
de equipamiento costoso o personal altamente capaci-
tado, aplicable en diversas condiciones y en diferentes
tipos de muestras (suero, sangre entera) y que permita
al Servicio oficial realizar acciones coordinadas para
el control y posterior eliminacién de la enfermedad,
con miras a consolidar en forma progresiva la condi-
cién de areas libres.

En este contexto, se reitera la importancia de la inte-
graciéon de multiples disciplinas y la colaboracion entre
instituciones oficiales en proyectos de investigacion al
servicio del diagnostico de enfermedades de relevancia
sanitaria para la produccién pecuaria nacional, para
avanzar hacia el concepto “un mundo, una salud”.
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