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DETERMINACION DE BRUCELOSIS OVINA (Brucella ovis), EN PREDIOS DE
LA UNDECIMA REGION DE CHILE

1. RESUMEN

Con el objeto de tener antecedentes epidemioldgicos de Brucella ovis en rebafios ovinos
de la Undécima region de Chile, se monitored un total de 25 predios, situados en dos
zonas agro climaticas y con distintos niveles de manejo sanitario y reproductivo ovino. En
estos predios, se extrajo sangre a la totalidad de los carneros en edad reproductiva (876), la
cual fue enviada posteriormente para ser sometida al test serologico de ELISA Indirecto
(ELISA-I) para deteccion de anticuerpos anti B. ovis. Al momento de extraer la muestra de
sangre, a 489 se les realizd examen clinico reproductivo, mediante palpacion testicular,
con el objeto de medir si existe correlacion diagndstica entre palpacion testicular y la
prueba seroldgica utilizada. A un porcentaje de los restantes, que resultaron positivos a
ELISA-I, se les realizd palpacion testicular, 4 meses después.

Un total de 294 (34%) muestras de suero resultaron positivas con la prueba
serologica de ELISA Indirecto y la seroprevalencia predial se estimd en un 52%, para
B. ovis.

El andlisis estadistico de los resultados demuestra que existen diferencias
significativas (P<0,05), entre la seroprevalencia segun las variables epidemioldgicas
tamafio de explotacion ovina y zonas agro climaticas, y no se encuentran diferencias
significativas con respecto a la variable manejo sanitario. Ademas se determind que no
existe correlacion diagnostica entre los resultados de palpacion testicular y la prueba
serologica ELISA-L

Palabras claves: Brucelosis, B. ovis, carneros.



DETERMINATION OF OVINE BRUCELLOSIS (Brucella ovis), IN SHEEP
FLOCKS OF SOUTHERN CHILE

2. SUMMARY

In order to establish the epidemiological status of B. ovis in sheep flocks from
Southern Chile, 25 flocks were sampled. These flocks were located in two climatic regions
with variable sanitary and reproductive managements. In the selected flocks, all the rams in
> 2 years old (876) were tested. Collected sera were analyzed for indirect ELISA (I-
ELISA) to detect B. ovis antibodies. 489 of the tested rams were submitted to testicular
palpation in order to assess the correlation between this clinical test and the serological I-

ELISA test. The remainder rams were not submitted to palpation, except for those positive
to [-ELISA

A total of 294 (34%) rams were [-ELISA positive and the flock seroprevalence was
52%.

The results showed significant differences in seroprevalence according to climatic
regions and flock size; no correlation was found between testicular palpation and
seropositive results.

Key words: Brucellosis, B. ovis. rams.



3. INTRODUCCION

La explotacion ovina cumple un rol importante en la ganaderia, representando, en
muchos casos, la unica actividad pecuaria capaz de sostenerse en forma permanente en los
ambientes que ocupa. De esta forma, constituye una fuente interesante para la produccioén
de carne, lana, cueros y leche (Hervé, 1991). En Chile, la masa ovina, estimada en 1997 fue
de 3.695.062 cabezas (INE), en la XI region se concentra aproximadamente el 9,3% del
total.

La productividad de esta especie, puede verse afectada, entre otras variables por
diferentes enfermedades dentro de las cuales se encuentra la brucelosis. Esta se manifiesta
en dos cuadros diferentes, tanto en etiologia especifica como en signologia clinica. Uno de
ellos es semejante a la brucelosis bovina y su agente causal es Brucella en sus especies
lisas, especialmente Brucella mellitensis. Este cuadro se conoce como Brucelosis clasica
(Rojas, 1991). El otro, se conoce como Epididimitis Contagiosa del Carnero y es el que
puede generar grandes dafios econdmicos en el plantel. Se define como una enfermedad
infectocontagiosa de curso crénico producida por la especie rugosa Brucella ovis. La
infeccion se asienta basicamente en el sistema genital, caracterizaindose clinicamente en los
machos por epididimitis y semen de mala calidad y en las hembras, por eventual aborto y
aumento de la mortalidad perinatal (Mc. Gowan y Shultz, 1956; Muhammed y col., 1975;
Rahaley y col., 1983; Buddle, 1983).

3.1 Signologia clinica.

Las manifestaciones clinicas citadas en el macho, son generadas por B. ovis en
respuesta a una inflamacion insterticial cronica con formacion de un granuloma
espermatico en epididimo, vesicula seminal y/o ampolla ipsilateral (Robles, 1998; Paolicchi
y col.,, 1992). En esta ultima, el infiltrado periluminal es una respuesta a antigenos
intraluminales, que corresponderian a B. ovis, fluido seminal o espermatozoides (Foster y
col., 1987; Blasco, 1990). En caso que las lesiones se asienten en testiculo, ocasiona la
formacion de espermatoceles y esterilidad. Como consecuencia de estos trastornos el semen
disminuye su calidad debido a la presencia de células inflamatorias, detritos celulares,
disminucién del nimero y motilidad de los espermatozoides y anormalidades morfologicas
(Kott y col., 1988; Blasco, 1990; Bulgin, 1990a)

En la hembra no prefada, B. ovis produce vaginocervicitis y endometritis con la
consecuente infertilidad temporal (Homse y col., 1995). En la hembra gestante, B. ovis
genera bacteremia y reaparece en el tracto genital a partir de la segunda mitad de la
gestacion ocasionando placentitis y muerte fetal (Bosseray, 1987; Pinochet y col., 1987b) o
el nacimiento de corderos con bajo peso y afectados de una neumonia supurativa o con
lesiones en rifion o higado que impiden su supervivencia (Libal, 1990).



Asi la explotacidon ovina se ve afectada por bajos indices reproductivos, alto nimero
de carneros descartados anualmente, acortamiento de la vida reproductiva de los machos,
abortos, elevada mortalidad perinatal y la consecuente disminucion de los rendimientos de
carne y lana por hectarea (Robles y col., 1990).

Tanto el cuadro clinico y sus efectos sobre la masa ovina afectada son consecuencia
directa de la forma como B. ovis se comporta en el huésped y que responde a su condicion
de parasito intracelular facultativo, capaz de sobrevivir y multiplicarse en el interior de los
macrofagos, al abrigo de la accion de los anticuerpos y defensas innatas del huésped
(Tizard, 2002).

3.2 Etiologia.

Morfologicamente es un cocobacilo acapsulado que mide entre 0,7 a 1,2u de largo
por 0,5u a 0,7u de ancho, carece de flagelos y pili (Merchant y Packer, 1975); Gram
negativo y que se tifie de rojo con la coloracion de Stamp (Ziehl Neelsen modificada)
(Timoney y col., 1988).

Su estudio es posible por cultivo a partir de semen, mucus cervical o muestras de
necropsia en medios de cultivos so6lidos selectivos como el Thayer Martin modificado
(Marin y col., 1996) o el agar Skirrow que permiten el crecimiento de B. ovis inhibiendo la
presencia de otros microorganismos presentes en la flora normal de la vagina o prepucio
(Paolicchi y col., 1991; Terzolo y col., 1991). Crece también en medios solidos ordinarios
como el agar tripcasa soya o agar columbia enriquecidos con suero normal de equino,
bovino u ovino en una concentracion final de 5 a 10% (Alton y col., 1988) y en una
atmosfera con 5-10% de CO;, (Corbel y Bringley-Morgan, 1984). En todos ellos forma
colonias visibles luego de un periodo de incubacion de 3 a 5 dias, las que son pequeiias,
circulares, con borde entero, opacas y con distintas tonalidades desde el blanco mate al
marrén, de superficie granular generada por la morfologia rugosa de la bacteria. Esta
condicion se debe a los antigenos de superficie que la bacteria posee los que han sido
estudiados por su interés tanto para el diagndstico como para la inmunoprofilaxis (Estein,
1999).

Estudios de cortes por microscopia electronica, determinan que, la especie Brucella
ovis presenta una envoltura celular trilaminar constituida por una membrana interna o
citoplasmadtica, separada de la membrana externa (ME) por un espacio peripldsmico rico en
proteinas solubles y peptidoglicano (PG) (Dubray y Plomet, 1976).

En la ME se encuentran dos grupos de antigenos mayores: el lipopolisacarido
rugoso (LPS-R) y las proteinas de membrana externa (PME). Ambos se encuentran
expuestos en la superficie de la ME presentando epitopes accesibles a los anticuerpos
monoclonales (Acm) ya que no existe el impedimento estérico de la cadena O del
lipopolisacarido presente en las cepas lisas de Brucella. Esto ha sido comprobado mediante
distintas técnicas tales como enzimoinmunoensayo (ELISA) sobre células enteras,
microscopia electronica y citometria de flujo (Bowden y col., 1995).



3.3 Epidemiologia y patogenia.

Todas las caracteristicas de B. ovis determinan que infecte en forma natural
exclusivamente a la especie ovina, siendo el macho maés susceptible a la infeccion que la
hembra (Valentin, 1986; Pinochet y col., 1987b; Rojas, 1991). Por otro lado, la raza Merino
seria mas resistente a la infeccion que las razas britanicas y sus cruzas, en condiciones de
explotacion similares (Robles, 1998). Aunque la resistencia genética seria importante, las
diferencias de precocidad y actividad sexual entre estas razas podria ser el aspecto
determinante de la diferencia en la susceptibilidad (Timoney y col., 1988).

La infeccién experimental de caprinos jovenes y adultos demostrd que éstos son
practicamente no susceptibles, ya que la infeccion experimental en esta especie es de
caracter leve y de corta duracion (Garcia Carrillo y col., 1974). Por otro lado, se desconoce
si la infeccion se transmite del ovino al caprino en condiciones de campo. En el hombre se
han detectado reacciones seroldgicas positivas (Meyer, 1982), pero no se ha citado la
infeccion en esta especie.

Si bien la transmision venérea es la principal via de contagio en machos con
experiencia sexual (Buddle, 1983; Radostits y col., 1994); el contagio de carneros virgenes
se produce frecuentemente en periodos de estabulacion prolongada por el contacto con
orina de animales infectados. En estas condiciones el germen ingresa al organismo a través
de la mucosa nasal (olfateo), oral (lamido), conjuntival o por la via percutdnea a través de
heridas o escoriaciones (Alton y col., 1988; Bulgin, 1990c). Asimismo, la conducta
homosexual de los machos fuera de la época de servicio, favoreceria la entrada del
microoganismo a través de la mucosa rectal (sodomia) (Bulgin y Anderson, 1983; Bulgin,
1990d).

El carnero infectado con B. ovis constituye el principal reservorio en el rebafio,
siendo el semen fundamental en la difusion del germen. La liberacion de B. ovis en semen
es intermitente y por periodos prolongados, habiéndose hallado cultivos positivos hasta 80
semanas post-infeccion experimental (Paolicchi y col., 1991; Radostits y col., 1994).

Aunque la oveja es relativamente resistente a la infeccion, algunos autores sostienen
que juega un rol importante en la difusion de la enfermedad (Homse y col., 1995). La
hembra infectada transmite el germen a otros machos sanos si es montada por éstos dentro
de un mismo ciclo estral y esto explica los brotes de brucelosis posteriores a la época del
servicio. Raramente la hembra mantiene la infeccion por mas de dos ciclos y es responsable
de difundir la enfermedad de un afio a otro (Bulgin, 1990b). Si bien B. ovis no afecta la
concepcidn, puede provocar mortalidad embrionaria con infertilidad transitoria y en menor
proporcion abortos hacia el final la gestacion (Homse y col.,1995) asi como placentitis, la
cual impide la nutricién fetal y ocasiona abortos o el nacimiento de corderos prematuros o
débiles (Libal, 1990). Si no se presta adecuada asistencia en el momento del parto, el
cordero infectado muere; si sobrevive, puede ser un potencial portador pudiendo desarrollar
la enfermedad al llegar a la pubertad. Aunque la oveja se recupera de la infeccion luego del
parto, se ha comprobado que ésta excreta B. ovis a través de las secreciones vaginales y



uterinas, placenta y loquios. Asimismo, si bien la leche es una potencial fuente de
infeccidn, no existe informacion de la transmision por esta via al cordero lactante.

3.4 Diagnostico.

El diagnostico se realiza, en forma directa a través del examen clinico reproductivo
de los carneros, mediante palpacion testicular, y en forma indirecta por deteccion serologica
(Rojas y col., 1990a; Nielsen y col., 2002).

El examen clinico, consiste en la palpacion minuciosa del contenido escrotal. En
Chile, estudios realizados demostraron que es alto el nimero de carneros positivos a
brucelosis ovina que no presentan lesiones testiculares aparentes, segin lo informado por
Sanchez y col. (1979). Como la seleccion previa al encaste se hace basdndose unicamente
en la ausencia de estas lesiones, la presencia de animales infectados en las majadas no seria
rara (Pinochet y col., 1987a).

El examen indirecto se basa en pruebas serologicas. En Chile, para el diagndstico de
brucelosis ovina se aplica la prueba de Inmunodifusion en Gel (IG) como método oficial y
en los ultimos afios, se han estudiado enzimoinmunoensayo indirecto (ELISA-I) utilizando
diferentes extractos antigénicos y comparados con la Inmunodifusion en Gel (Duvauchelle,
1994; Alonso y col., 1995; Nielsen y col., 2002). Con estas metodologias existen informes
de prevalencia serologica en hatos ovinos que fluctiian entre un 5% y un 17% (Pinochet y
col., 1985). Rojas y col. (1990a), observaron una prevalencia de 2,8 a 8,3% en ovinos
adultos de rebaiios de pequenios productores de la Décima Region.

La prueba de Inmunodifusion en Gel (IG), por su simplicidad y rapida
interpretacion, es un método muy recurrido en muchos laboratorios, siendo su principal
desventaja la de entregar resultados s6lo en forma cualitativa. Los anticuerpos detectados
con este método al igual que con ELISA, son principalmente de la clase IgG (Myers y col.,
1972), lo que explica la alta especificidad de las pruebas. Cumpliendo normativas
adecuadas IG posee una buena sensibilidad, inferior a ELISA (Rojas y col., 1990a;
Duvauchelle, 1994).

Para las pruebas de ELISA se han utilizado diferentes antigenos de B. ovis sonicado
o autoclavado; extractos de la ME obtenidos con desoxicolato y LPS-R extraido con
mezclas de éter de petroleo-fenol-cloroformo (Afzal y col., 1984; Ficapal y col.,
1995). También se ha descrito un ELISA con LPS-R purificado en columna como antigeno
el que combina alta especificidad y sensibilidad comparado con la fijacion del
complemento en frio (Vigliocco y col., 1997). En los ultimos afios, se ha utilizado con
éxito, la cepa rugosa de B. abortus RB51 con iguales técnicas para preparacion del antigeno
(Nielsen y col., 2002). En el estudio de los antigenos internos, un ELISA indirecto anti-
BP26 ha permitido diferenciar ovinos sanos, infectados o vacunados con B. melitensis Rev-
1 (Rossetti y col., 1996; Arese y col., 1997; Zygmunt y col.,1997).



Estudios de la prueba de ELISA Indirecto, para el diagnodstico de B. ovis,
demuestran que supera en sensibilidad y especificidad a IG, y permite el procesamiento de
un gran numero de muestras simultdneamente, ademas la  hemdlisis o
anticomplementariedad del suero no afectan la reaccion (Duvauchelle, 1994).

También pruebas que miden alergenos han sido utilizadas y representan, una
alternativa interesante para el diagndstico permitiendo detectar la presencia de infeccion en
el rebafio (Pérez, 1997). Constituye una prueba de vigilancia epidemiologica muy
especifica para Brucella sp. (Tizard, 2002), sin embargo, es interferida por la vacunacion
con B. melitensis Rev. 1 o por la infeccidon con otras especies de Brucella (Estein, 1999).
Por otra parte, aunque carece de importancia como prueba de diagnostico individual, es de
eleccion en paises sin una adecuada infraestructura.

Desde el punto de vista del diagnostico diferencial la Epididimitis Contagiosa de los
Carneros producida por B. ovis, debe ser diferenciada de la "Epididimitis de los Corderos"
ocasionada por Histophilus ovis, Haemophilus somnus y Actinobacillus spp. A diferencia
de B. ovis, este grupo de microorganismos pequefios y pleomorficos infectan animales mas
jovenes y sin experiencia sexual (Bulgin, 1990c; Robles, 1998). Ademas, agentes como;
Actinobacillus seminis, Corynebacterium ovis, entre otros pueden ser los responsables de
cuadros infecciosos, que cursan con epididimitis (Rojas, 1991). Otros agentes
intracelulares, también responsables de placentitis en la oveja, como Coxiella burnetti y
Chlamydia psittaci, son puestos de manifiesto mediante la coloracion de Giménez (Carter y
Cole, 1990). La infeccion placentaria por B. ovis debe ser distinguida de la producida por B.
melitensis u otras cepas lisas de Brucella.

3.5 Tratamiento y control.

La importancia del diagndstico es fundamental puesto que la multiplicacion y
supervivencia de B. ovis dentro del macrofago dificulta la accion de la terapia antibiotica.
Para ello es necesario mantener concentraciones bactericidas por periodos prolongados y
utilizar antibidticos capaces de atravesar la membrana de las células fagociticas. La
combinaciéon de aureomicina con sulfato de estreptomicina, o bien oxitetraciclina con
dihidroestreptomicina ha dado resultados satisfactorios (Marin y col., 1989). No obstante
esto, el tratamiento solo es practico desde el punto de vista econdmico en carneros de valor,
y siempre y cuando sea instituido antes de que aparezcan lesiones epididimarias
irreversibles (Pérez, 1997). En consecuencia, no es un manejo de masa.

Por ello, la planificacién diagnoéstica es esencial y se recomienda hacerlo por el uso
combinado de varias técnicas. La palpacion escrotal es un buen indicio pero hay que
recordar que un animal puede estar infectado y no ser detectable por este método o, por el
contrario, presentar signos clinicos pero tener un origen distinto a Brucella ovis. Por ello el
diagnéstico clinico debe siempre refrendarse con un muestreo a la masa mediante pruebas
serologicas. Por su facilidad, hay quienes utilizan Inmunodifusion en Gel, sin embargo,



mejores resultados han sido publicados con la utilizacion de ELISA (Rojas y col., 1990a y
1990b; Rojas, 1991). Los animales que se detecten como positivos deben ser eliminados.

Si bien las vacunas descritas en la literatura, hasta el presente han demostrado
proteger contra la infeccion por B. ovis (Buddle, 1958), la mayoria tienen algunas
desventajas como ser la de producir anticuerpos indistinguibles de los producidos por la
infeccion natural, acarreando confusion en el diagndstico serologico de la enfermedad y
ademads su alto costo imposibilita su uso en zonas de baja prevalencia en los manejos de
sanidad ovina (Pinochet y col., 1987a; Estein, 1999).

Los objetivos de este trabajo son;
e Aportar antecedentes epidemiologicos de Brucella ovis en la Undécima
Region de Chile.
o [Establecer si existe asociacion entre la seroprevalencia de B. ovis con
variables epidemiologicas.

e Determinar la correlacion diagnostica entre palpacion testicular y la prueba
serologica ELISA Indirecto.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Material

En el presente estudio, el tamafio muestral estuvo constituido por 876 carneros
pertenecientes a 25 predios (Anexol), con distintos niveles de manejo y cantidad de
animales, ubicados en dos zonas agro climaticas (IREN-CORFO, 1979), de las provincias
de Aysén, Coyhaique y Capitan Prat. Todos, mayores de 2 afios de las razas Corriedale,
Suffolck, Milschaf, Border Leicester y cruzas. Estos se dividieron en dos grupos:

1.- Grupo A, constituido por 387 carneros de la zona norte de la XI region, provincias de
Aysén y Coyhaique, de los cuales 268 provenian de dos estancias, que son predios de
grandes extensiones, y donde realizan palpacion testicular, como examen clinico
reproductivo. Las 119 muestras restantes pertenecian a 22 predios de pequefios y medianos
productores (<200 ovinos), de acuerdo a la pauta citada por Hervé y Kusanovic (1982),
algunos de ellos con palpacion y otros sin palpacion testicular (Anexo 1). A este grupo se
les tomd muestra de sangre para examen seroldgico de ELISA-IL.

2.- Grupo B, lo constituyeron 489 carneros de una estancia, ubicada en la zona sur de la
region, provincia Capitan Prat, la cual es asistida por un médico veterinario. A todos los
animales, junto con la extraccion de sangre para examen seroldgico se les realizo palpacion
testicular.

El material utilizado para la obtencion de muestras sanguinea fue: tubos de vidrio
de 10 ml, autocrotales de plastico, crotalera y agujas sistema venojet (Anexo 4).

Para el analisis de los resultados obtenidos se utilizo, los programas estadisticos Epi
Info 6.0 y Win Episcope 2.0.

4.2 Métodos
4.2.1 Obtencion de muestras

El muestreo se realiz6 entre los meses de septiembre y octubre de 2003, previo a lo
cual a los propietarios de los predios se les inform¢ las razones de este y se les solicitd
antecedentes que incluian palpacion testicular y tamafio de explotacion ovina, a través de
una encuesta confeccionada por la Fundacion para el Desarrollo regional de Aysén
(FUNDA) y SAG-Aysén (Anexo2).

La técnica para la obtencion de cada una de las muestras, consistid en la sujecion
manual del animal, dentro de los corrales de manejo ovino. Una vez inmovilizado el
animal, se procedié a hacer compresion venosa por medio de la aplicacion de un elastico a
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nivel cervical, con el objeto de generar una mejor visualizacion de la vena yugular,
obteniéndose de ella aproximadamente 5 ml mediante el sistema de tubos al vacio
(venojet) de los cuales se obtuvo, post coagulacion, el suero se trasvasijo a viales Ependorf.
Todas las muestras asi obtenidas fueron congeladas a —20°C, enviadas en una caja de
trasporte con adicion de bolsas conservantes del frio (Anexo 4), al laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad Austral de Chile, en donde se
les realiz¢ el test de diagnostico serologico ELISA Indirecto para diagnéstico de Brucella
oVis .

4.2.2 Procesamiento de muestras

Las muestras fueron analizadas con la prueba serologica de ELISA-I, en el
laboratorio del Instituto de Microbiologia de la Universidad Austral de Chile. Se eligio esta
prueba en razén de su Optima sensibilidad y espicifidad en relacién a otras pruebas de
diagnostico seroldgico, para deteccion de anticuerpos anti B. ovis (Alonso y col., 1995;
Nielsen y col., 2002) utilizando un umbral de corte de 14% predeterminado sobre una
casuistica superior a 1000 sueros de la region de Magallanes. Asi muestras con valores
iguales o superiores a 14% se consideraron positivas.

4.2.3 Examen andrologico

Para este examen, la metodica consistidé en hacer sujecion del animal en posicion
sentada en tanto que el médico veterinario examina los testiculos y el epididimo. Los
parametros a determinar fueron; tamafo comparativo de ambos testiculos, consistencia,
desplazamiento dentro del escroto, palpabilidad de epididimo, lesiones visibles o al tacto, la
evidencia de atrofia testicular y/o adherencias (Anexo 4).

4.2.4 Analisis estadistico

Los datos de seroprevalencia obtenidos del total de muestras (grupos A y B), fueron
asociados con las variables tamafio de explotacion ovina, manejo sanitario y zonas agro
climaticas usando la prueba estadistica de Chi-cuadrado (X?), con un nivel de significancia
de 5%. Con los datos de seroprevalencia del grupo B (Cuadro N° 5), se estableci6 el grado
de concordancia entre los resultados del examen clinico reproductivo y la prueba serologica
de ELISA Indirecto a través del calcul6 del estadistico Kappa (Fleiss, 1981).
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5. RESULTADOS

Analizadas las 876 muestras de sueros ovinos correspondientes a 25 predios de la
Undécima Region, 294 (34%) sueros y 13 (52%) predios resultaron positivos a la prueba
de ELISA Indirecto.

Cuadro N’ 1. Distribucion de predios y sueros de carneros positivos a B. ovis, mediante el
test de ELISA-I segtn la provincia de procedencia.

Provincia N° predios Predios (+) N° Muestras Muestras (+)
Aysén 19 7 (37%) 35 9 (26%)
Coyhaique 5 5 (100%) 352 128 (36%)
Capitan Prat 1 1 (100%) 489 157 (32%)
Total 25 13 (52%) 876 294 (34%)

"ELISA-I=I (indirecto) ELISA (Enzime linked inmunosorbent assay)

Del total de muestras (Grupo A y B), doscientos noventa y cuatro animales (34%),
resultaron reaccionantes. Ademas del total de predios muestreados, 13 (52%) presentaron a
lo menos un animal positivo, presentdindose en la provincia de Coyhaique el mayor
porcentaje de reactores positivos (36%).

Cuadro N° 2. Distribucién de carneros positivos a B. ovis, mediante ELISA-I segin
tamafio de la explotacion ovina.

Tamaiio de la ELISA-I Total
explotacion | Muestras (+) Muestra (-)
<200 ovinos 9 52 61
>200 ovinos 285 530 815
Total 294 582 876

Del total de muestras (Grupo A y B), los porcentajes de seroprevalencia obtenidos
fueron 14,74% para explotaciones < 200 y de 34,72% para explotaciones > 200 ovinos. El
analisis estadistico de estos resultados, indica que la variable tipo de explotacion ovina
>200 ovinos esta asociada significativamente (P<0,05) a la seroprevalencia.
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Cuadro N° 3. Distribucion de carneros positivos a B. ovis segin zonas agro climaticas
(Anexo 1).

Zonas agro climaticas ELISA Indirecto Total
Positivos Negativos

Estepa Frio 262 490 752

Templado Frio-Lluvioso 32 92 124

Total 294 582 876

Los niveles de seroprevalencia alcanzados por el total de muestras fueron 34,8%
para la zona agro climatica estepa-fria y de 25,8% para la zona agro climética templado
frio-lluvioso. Al realizar el andlisis de los resultados se establece que la variable de zona
agroclimatica, estepa fria estd asociada significativamente (P<0,05) a la seroprevalencia.

Cuadro N° 4. Distribucion de carneros positivos a B. ovis segin antecedentes del examen
clinico por palpacion testicular obtenidos en encuesta predial (Anexo 2).

Examen clinico ELISA Indirecto Total
Positivos Negativos

Con palpacion 287 566 853

Sin palpacion 7 16 23

Total 294 582 876

Los niveles de seroprevalencia alcanzados, del total de muestras fueron 33,6% en
predios con palpacion testicular y de 30,4% en predios sin palpacion testicular. La
interpretacion de la prueba estadistica aplicada, indica que la variable palpacion, no esta
asociada significativamente (P>0,05), a la seroprevalencia.

Cuadro N° S. Distribucion de los resultados de palpacion testicular e ELISA-I, grupo B.

Palpacion ELISA Indirecto Total
Positivos Negativos

Positivos 58 15 73

Negativos 104 312 416

Total 162 327 489

En esta tabla se observa que del total de animales de este grupo (489), 162 (33,12%)
resultaron positivos a ELISA-I, en tanto que 73 (14,92%) lo fueron a la palpacion. Ademas,
so6lo 58 (11,81%) carneros fueron simultdneamente positivos en ambos examenes. Lo
anterior confirma que no existe correlacion estadistica (Kappa=0.362), entre ambas pruebas
diagnosticas.



13

Para el grupo A (387 carneros), el examen clinico por palpacion testicular realizado
cuatro meses después de la toma de sangre a 36 (26,27%) de los 137 carneros positivos a la
prueba seroldgica de ELISA-I, arrojo un total de 28 (78%) carneros positivos a la
palpacion, evidenciando diferentes alteraciones patologicas a nivel de testiculo y
epididimo; los restantes 8 (22%), no presentaron lesiones clinicamente detectables.
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6. DISCUSION

Como se puede apreciar por los resultados obtenidos, los porcentajes de positividad
alcanzados por los sueros de carneros, de la Undécima Regién de Chile, son mayores,
comparativamente, a los informados en trabajos previos, en ésta y otras regiones (Pinochet
y col., 1985; Valentin, 1986; Rojas y col., 1990; Duvauchelle, 1994), tanto a nivel predial
como individual (cuadro N°I). La causa, pudiese corresponder a niveles de infeccion
mayor, pero, también puede atribuirse a la prueba diagnostica utilizada. El ELISA
indirecto ejecutado en este estudio, tiene una alta sensibilidad y especificidad (Nielsen,
2002), siendo entonces factible atribuirle mayores niveles de pesquisa que los obtenidos
por Inmunodifusion en Gel, Fijacion de Complemento o ELISA en papel de nitrocelulosa,
utilizados en los trabajos previos (Rahaley y col., 1983; Rojas y col., 1990b; Alonso y col.,
1995).

En esta prueba, el porcentaje de seropositividad se establecid en base a una masa
ovina de la Duodécima region de Chile y fue de un 14%. Al respecto, es necesario
comentar que ¢éste no representa necesariamente enfermedad en los animales, sino
anticuerpos desarrollados contra el agente. De acuerdo a Jacobson (1998) el umbral de
corte es un valor que estd en funcion de la prevalencia. Como en el area muestreada se
desconoce la prevalencia, desde un punto de vista practico, el 14% seria referencial en
relacion a los indices reproductivos del rebafio, que serian los que permitirian asumir el
estado sanitario en relacion a brucelosis ovina.

Al estudiar la variable epidemioldgica tamafio de explotacion ovina en relacion a
la seroprevalencia alcanzada, se concluye que existe una diferencia estadisticamente
significativa entre ellas (cuadro N°2). Pese a la poca literatura existente en Chile, coincide
con un estudio realizado por Valentin (1986), en comunas de la X Region, donde demostrd
que la mayor prevalencia de B. ovis se encontraba en los grandes planteles ovinos. Este
dato epidemiologico podria atribuirse a que estas explotaciones, al tener un mayor manejo
reproductivo ovino, utilizan como regla juntar a los carneros con las hembras sélo en la
época de encaste, en tanto el resto del afio, los carneros permanecen juntos, favoreciendo
el contagio entre machos, basicamente por sodomia.

En relacion a la influencia que puede tener la variable zonas agro climaticas de la
region en la seroprevalencia de la enfermedad (cuadro N°3), se concluye que la zona estepa
fria tiene un efecto significativo en los niveles de seroprevalencia alcanzados, comparado
con la zona templado frio lluvioso. Esto no se debe a que las bajas temperaturas de la zona
definida como estepa fria favorezcan otros factores epidemiologicos de la enfermedad, si
no, porque en esta zona agro climatica se encuentran establecidas las grandes ovejerias
denominadas “estancias”. Por tanto coincide con lo antes descrito en lo que se refiere al
tamafio de explotacion ovina.
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En cuanto al manejo sanitario, en lo referido a palpacion testicular como variable
que influya en los niveles de seroprevalencia, estadisticamente no es significativa (cuadro
N°4). Este resultado concuerda con la literatura que establece que no todos los animales que
se infectan con B. ovis cursan con el cuadro clinico y que B. ovis no es responsable de todas
las alteraciones testiculares (Rojas, 1991; Paolichi y col., 1992). Ademas, en esta
enfermedad, generalmente, el Unico signo clinico es la epididimitis u orquioepididimitis la
que no se evidencia hasta una etapa avanzada de la colonizacion testicular y si la palpacion
testicular usualmente se realiza s6lo una vez en el afio en estos predios, podria haber
lesiones incipientes aun no detectables. Al respecto Plant y col. (1986), observaron que las
lesiones palpables de los epididimos se encontraban a partir de la 5* semana después de una
infeccion con B. ovis, siendo la época de encaste donde existe la mayor probabilidad de
contraer la infeccién. En relacion a esto, cuatro meses después de obtenida la sangre de los
animales del grupo A, la palpacion al azar del 26% de la poblacion seropositiva, permitio
detectar un 78% de signologia clinica. Por su parte Paolichi y col.(1992) sefiala ademas
que, luego de un tiempo de infeccion, clinicamente demostrable, puede producirse una
regresion en que la signologia clinica desaparece. Por ello el valor del examen clinico es
relativo.

Al respecto en el cuadro N°5, se aprecia que no hubo, correlacion diagndstica
estadisticamente significativa entre la prueba de examen clinico reproductivo, (palpacion
testicular) y la prueba serologica de ELISA indirecto, (Grupo B), lo cual concuerda con la
literatura en relacion al comportamiento de la enfermedad en los rebafios ovinos (Buddle,
1983; Robles, 1998).

Asi como la palpacion tiene una importancia relativa en el control de la enfermedad,
otras metodologias diagnosticas como el cultivo de semen para aislamiento del agente,
serian de valor relativo. Estudios comparativos de diagnodstico seroldgico con estudios de
cultivos de semen realizados en la region de Aysén (Kruze y col., 1979), demuestran que,
de un total de 38 carneros con alteraciones testiculares, el 5% fue positivo al aislamiento de
B.ovis. Se sabe que la liberacion de B. ovis por el semen es intermitente, disminuyendo a
medida que el cuadro se hace cronico, y que la excrecion de B. ovis desde el semen no
ocurre en todos los animales infectados (Alton y col., 1988; Bulgin, 1990a; Paolichi y col.,
1992; Pérez, 1997). Por lo tanto se colige la importancia de trabajar con pruebas
seroldgicas de alta sensibilidad y especificidad, si se quiere optimizar los planes de control
y erradicacion de la enfermedad (Rojas y col., 1990b; Nielsen y col., 2002).

Teniendo en cuenta la experiencia diagnostica del Instituto de Microbiologia de la
Universidad Austral de Chile, una sugerencia para el manejo predial podria ser la
eliminacion de los animales con porcentajes de positividad superiores al umbral de corte
establecido (14%), manteniendo en aislamiento a aquellos con porcentaje de positividad
cercanos (superior o inferior) y estos carneros solo usarlos con hembras de mas de una
paricion. Posteriormente repetir el muestreo, por ejemplo, en un lapso de 3 meses (o
préximo al encaste, segin manejo). Si el porcentaje de seropositividad aumenta, el animal
debe considerarse infectado y por lo tanto, debe eliminarse.
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Resumiendo, es posible concluir que:

- el 34 % de los sueros de carneros de la Undécima Region, resultaron positivos a Brucella
oVis.

- existen diferencias significativas en las seroprevalencias segiin zonas agro climaticas y
tamafo de explotacion ovina.

- no existe diferencia estadisticamente significativa entre la variable de manejo sanitario,
palpacion testicular, y la seroprevalencia alcanzada.

- no existe una correlacion diagnoéstica entre las pruebas de examen clinico reproductivo y
el test seroldgico de ELISA Indirecto.
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Lista de muestreo, para estudio de Brucelosis ovina en la Undécima Region
(FUNDA-SAG)

Resultados Elisa Indirecto, Antigeno Rugoso

N° PROTOCOLO PROVINCIA | LOCALIDAD ECOCLIMA OVINOS | MANEJO | "n" | POS
1 709 COYHAIQUE | LAGO VERDE T.F.LLUVIOSO 1700 S| 55 22
2 1454 AYSEN MANIHUALES T.F.LLUVIOSO 85 NO 2 0
3 1455 AYSEN PAS. EL TURBIO T.F.LLUVIOSO 77 NO 3 1
4 1456 AYSEN CAMPO GRANDE T.F.LLUVIOSO 24 NO 1 1
5 1457 AYSEN MANIHUALES T.F.LLUVIOSO 13 SI 1 1
6 1458 AYSEN CAMPO GRANDE T.F.LLUVIOSO 102 NO 1 1
7 1459 AYSEN MANIHUALES T.F.LLUVIOSO 53 NO 2 2
8 1460 AYSEN MANIHUALES T.F.LLUVIOSO 8 NO 1 1
9 1461 AYSEN MANIHUALES T.F.LLUVIOSO 45 NO 2 1

10 1462 AYSEN MANIHUALES T.F.LLUVIOSO 25 SI 1 0
11 1463 AYSEN EMP. GUILLERMO | T.F.LLUVIOSO 15 NO 1 0
12 1464 AYSEN MANIHUALES T.F.LLUVIOSO 126 Sl 4 0
13 1465 AYSEN MANIHUALES T.F.LLUVIOSO 45 SI 4 0
14 1497 AYSEN VIVIANA NORTE T.F.LLUVIOSO 46 NO 3 0
15 1498 AYSEN PAS. EL TURBIO T.F.LLUVIOSO 44 Sl 1 0
16 1499 AYSEN VIVIANA NORTE T.F.LLUVIOSO 30 NO 1 0
17 1500 AYSEN VIVIANA NORTE T.F.LLUVIOSO 39 SI 1 0
18 1501 AYSEN VIVIANA NORTE T.F.LLUVIOSO 21 NO 1 0
19 722 CAP. PRAT | ENT. BAKER ESTEPAFRIA 16000 SI 489 | 157
20 721 COYHAIQUE | C. COLORADA ESTEPAFRIA 1000 S| 50 4
21 1127 COYHAIQUE | SANTA ELENA T.F.LLUVIOSO 110 SI 26 1
22 1130 AYSEN L. MONREAL T.F.LLUVIOSO 57 NO 3 0
23 1128 AYSEN EL RICHARD T.F.LLUVIOSO 60 NO 2 0
24 722 COYHAIQUE | LA TAPERA ESTEPAFRIA 50000 SI 213 | 101
25 1534 COYHAIQUE | COYHAIQUE BAJO | T.F.LLUVIOSO 267 SI 8 1
TOTAL 876 | 294

Fuente: Servicio Agricola y Ganadero, region de Aysén
Fundacion para el Desarrollo Regional de Aysén (FUNDA)
Instituto de Microbiologia Uach.




ANEXO N° 2

Encuesta de Brucelosis ovina, FUNDA-SAG

ENCUESTA BRUCELOSIS OVINA

1.- IDENTIFICACION DEL PROPIETARICO

1.1, HOmbia

|
1 1.2.= Ruit

L~ ANTECEDENTES DEL PREDIOD

| 21,« Nomibee del Predic

2.2.- Sectod

| 2,3.- Poblado mis Corcana

| 2.4.- N" Hecthrens

| 2.5 - Gaareferancistidn
|

—

(2.8~ Limites )

| |

" 2 |3

4 Predio TH 1
|

B 7 B

24
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3- DOTACION OVINA

Categors Antes ancaste N* Actual
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Caponss I 1
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Camarcs 5 -

Idansificacisn i |
Faza - : J

| Bdad o

Peso - N |
Grigen ] :
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5.- MANEJO DE LOS CARNEROS

26

5.1.- Cada cuanto tiempo cambia carneros?

| 5.2.- Porque cambia carneros?
[

5.3.- En que época ingresa normalmente los nuevos carneros?

5.4.- Donde o a Quién compra Carneros?

5.5.- Ha vendido Carneros?, Ha quién?

5.6.- Ha prestado Carneros?, A quién?

5.7.- Le han prestado Carneros?, Quién?

[5.8.- Realiza algun tipo de revisién a sus carneros? [

Si

No
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5.9.- Que tipo?

5.10.- En qué época hace esta revision?

5.11.- En esta revisién ha encontrado algo que llame su atencién?

| 5.12.- Separa los carneros de las ovejas? | Si | No

5.13.- Cuando?

6.- REPRODUCCION (considerando el afio pasado si es que no ha terminado la de este
arno)

6.1.- Cuando comenzé el encaste?

Cuantas ovejas tenia?

% Carnercs Encaste
Cuantos carneros le puso?

% Prefez Aproximado
De las ovejas encastadas cuantas quedaron secas?

N . . % Pariciones Aproximado
Cuantos Corderitos tuvo al terminar las pariciones

considerando los que murieron después de nacer?

= E f % Mortalida post natal
Cuantos Corderitos nacieron y murieron hasta el término de aprox

las pariciones?




7.- ANORMALIDADES REPRODUCTIVAS
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7.1.- Ha observado Abortos en sus ovejas?

Si

No

7.2.- Cuando?

7.3.- Cuantos por Temporada?

7.4.- Ha visto que nazcan corderos débiles?

Si

No

7.5.- Que sintomas a visto?

[7.6.- Tiene muertes de Corderitos?

No

7.7.-Causas

Desapego

Mal Tiempo

Predadores

Diarreas

Otras

Otras:

8.- TRATAMIENTOS SANITARIOS

Motivo

Frecuencia

Producto
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Anexo N° 3
Zonas agro climaticas de la Undécima Region

MAPA ECORREGIONES DE AYSEN

60000 0 60000 120000 Miles

& Puntos de Estudio
- Lages Regidn de Bysin
Ecarregiones
B Cuerpos de Aqua n
I Dominio Mival "Glaciares y Mieves" [EF)
Dominio Tundr [ET)
Prowincia B oreal Himeda [DHk'c]
Provincia Estepanca Fria "Patagonia Occidertal” (B 5k'c)
[ Pravincia Tem plada Him eda [Cfk'n)
Pravincia Tem plada Himeda de Werano Frescow M ésico [(fsk') &
B Frovincia Tem plada Him eda Fria [Cfc)
B Frovincia Tem plada Himeda Insular [C'ni)
I Provincia Tem plada Him eda Interm edin (Cfk)
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Anexo N° 4
Foto N° 1 Foto N° 2

Crotalera Tubos de Vidrio de 10 ml

Foto N° 3 Foto N° 4

Caja para transporte de muestras Suero, muestras de sangre

— ——— o S—————

Foto N° 4
Palpacion testicular

.4
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