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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue el analisis de la variabilidad genética de Brucella melitensis
en los departamentos de Libertador General San Martin, Ayacucho y Belgrano pertenecientes
a la Provincia de San Luis. Con este propdsito se identificaron rodeos con diferentes valores
de prevalencia de brucelosis mediante técnicas seroldgicas. A partir de su identificacion se
procesaron tejidos caprinos y ovinos para obtener aislamientos en pureza de B. melitensis y a
su vez, mediante diferentes métodos de extraccién de ADN y PCR se evidencié la presencia
del patdgeno en tejidos. Se empled el esquema MLVA 16, que utiliza la variabilidad de 16
marcadores moleculares para generar una individualizacién inequivoca de los genomas de B.
melitensis provenientes de distintos animales. Los genotipos se analizaron para determinar la
relacion filogenética entre ellos y se sumaron los datos de georreferenciacidon de los mismo
para tener una informacién completa sobre la presencia y circulaciéon de distintos genotipos
en cada departamento. Este estudio permitid identificar 21 genotipos circulante en los
departamentos productores caprinos de la Provincia de San Luis. Inclusive el modelo de
relacion filogenética encontrd algunos de los genotipos descriptos como potenciales
candidatos a fundadores del linaje que se encuentra distribuido en diferentes areas de la
Provincia. Se confirmd la capacidad discriminatoria de la técnica en una situacidon
epidemioldgica real, inclusive discriminando genotipos dentro de una misma localizacién de
muestreo. Los genotipos del presente trabajo no se encontraron descriptos en bases de datos

internacionales.

PALABRAS CLAVE: Brucella melitensis, subtipificacion molecular, VNTR, San Luis



TITULO EN IDIOMA INGLES
Study of the genetic variability of Brucella melitensis in the northwest of the province of San
Luis

RESUMEN EN IDIOMA INGLES

The objective of this work was the analysis of the genetic variability of Brucella melitensis in
the departments of Libertador General San Martin, Ayacucho and Belgrano that belong to the
province of San Luis. For this purpose, rodeos with different prevalence values of brucellosis
were identified by serological techniques. Goat and sheep tissues were processed to obtain
isolates of B. melitensis and also, the presence of the pathogen in tissues samples was
evidenced by different DNA and PCR extraction methods. The MLVA 16 scheme was used,
which uses the variability of 16 molecular markers to generate an unequivocal
individualization of the genomes of B. melitensis from different animals. The genotypes were
analyzed to determine the phylogenetic relationship between them and their georeferenced
data were added to have complete information on the presence and circulation of different
genotypes in each department. This study allowed to identify 21 circulating genotypes in the
goats. Even the phylogenetic relationship model found some of the genotypes described as
potential candidates for founders of the lineage that is distributed in different areas of the
province. The discriminatory ability of the technique in a real epidemiological situation was
confirmed, including discriminating genotypes within the same herd, even working with DNA
from both isolates and total DNA from tissues from infected animals. The genotypes from this

work were no previously described in any international data base.

KEYWORDS: Brucella melitensis, molecular genotyping, VNTR, San Luis



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes histdricos de la enfermedad

En 1886, el cirujano britanico Cap. David Bruce, su mujer Mary Elizabeth Steele y el
microbiélogo maltés Dr. Giuseppe Caruana Scicluna obtuvieron e identificaron por primera
vez un aislamiento de Brucella melitensis (denominado en un primer momento como
Micrococcus melitensis) a partir del bazo de un militar. Esta fue la primera especie conocida
del género Brucella. Un afio mas tarde, el médico maltés Fioravanti Temistocle Archimede
Laurenzo Giuseppe Sammut, mejor conocido como “Temi Zammit”, encontré que el agente
causal de la “Fiebre de Malta”, “Fiebre Mediterrdnea”, “Fiebre de Chipre”, “Fiebre
Napolitana”, “Fiebre de Gibraltar”, “Fiebre de Crimea”, “Fiebre de Cartagena”, “Fiebre de
Barcelona”, “Fiebre de los soldados”, “Fiebre ondulante” (sélo por mencionar algunas
denominaciones de la enfermedad) eran transmitidas por cabras infectadas a los humanos,
principalmente a través de leche contaminada demostrando la capacidad del microorganismo
de diseminarse a diferentes organos de un individuo y producir la enfermedad. Los nuevos
avances llevaron a la prohibicién del consumo de leche cruda, logrando una consecuente
disminucion del numero de personas enfermas (Wyatt, 2009). En 1897 Wright y Semple
describieron los primeros estudios seroldgicos para identificar individuos infectados por
Micrococcus melitensis. En el mismo afio, el cientifico danés Bernhard Bang describié la
presencia de microorganismos que nombré Bacillus abortus (denominado posteriormente
Brucella abortus) asociado a fetos abortados de bovino. En 1914, Traum reportd el aislamiento
de otro microorganismo con similares caracteristicas a M. melitensis (luego Brucella suis) en

fetos abortados de cerdos en Estados Unidos. Pero finalmente, la asociacion entre estas



bacterias zoonéticas fue descripta en 1918 por Alice Catherine Evans, microbidloga
estadounidense, cuyos descubrimientos ayudaron a entender la epidemiologia de Ia
brucelosis y contribuyeron al entendimiento acerca de la pasteurizacion como método

preventivo de esta enfermedad.

En 1920, Louis Meyer y Wilbur Shaw, en reconocimiento a David Bruce, propusieron que este
grupo de bacterias patégenas fuera reunido bajo un mismo género llamo Brucella (Moreno,

2014).

1.2. Brucelosis en el mundo

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasifica a la brucelosis como una de las 7
principales enfermedades endémicas zoondticas desatendidas (Pérez-Sancho y col., 2015).
Dadas sus caracteristicas, contribuye de manera importante en el desarrollo socio-econédmico
de los estratos poblacionales mas vulnerables y la perpetuacidon de su condicidn en paises en
vias de desarrollo. A pesar de que la mayoria de los paises desarrollados se encuentran libres
de esta enfermedad, la brucelosis posee una extensa distribucion, principalmente en la regién
Mediterranea, Medio Oriente, Asia Central, y América Latina logrando, de esta manera, ser un
problema a nivel global. Hasta el 2017, sélo 18 paises habian sido declarados oficialmente
libres de brucelosis en bovinos, ovinos y caprinos (Zhang y col., 2018). Programas de
vacunacioén apoyados por los gobiernos, sumados a programas de deteccidon y eliminacion de
animales enfermos, han practicamente erradicado o disminuido drasticamente los casos de
brucelosis en paises industrializados. Sin embargo, en los ultimos afios, en algunos paises
como Francia y Bélgica, la brucelosis aparece como una enfermedad reemergente (Castafio y

col., 2017).
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Cerca de medio millon de nuevos casos son diagnosticados en humanos todos los anos
alrededor del mundo, donde los responsables principales de su diseminacién son los animales

(y los productos derivados de ellos) (Pappas y col., 2006).

Brucella melitensis (la principal especie asociada a brucelosis en pequenos rumiantes) es el
agente etiolégico mas prevalente de brucelosis en el humano en la mayor parte del mundo
(Doganay y Aygen, 2003; Khan y Zahoor, 2018). En lo que respecta a produccion animal, la
enfermedad tiene un gran impacto econdmico, no sélo por sus consecuencias directas
(eliminacién de animales, reemplazo de reproductores) sino también por las pérdidas

indirectas que genera (restricciones en el comercio) (Francy col., 2018).

El problema de la brucelosis debe ser considerado como un claro ejemplo de la necesidad de
estrategias “un mundo, una salud” (One World, One Health) (van Helden y col., 2013) y
comprender que la prevencién de la brucelosis en humanos es imposible de lograr sin un

correcto control de la enfermedad en los animales.

1.2.1. Brucelosis en América Latina

La brucelosis se conoce en América Latina desde principios del siglo XX. Es considerada una de
las infecciones zoondticas mds importantes por el impacto sobre la salud publica y la economia
(Baumgarten, 2002; Poester y col., 2002; Vargas, 2002; Martinez, 2013; Guzman-hernandez y
col.,, 2016). Su distribucion se encuentra fuertemente relacionada a regiones con alta
concentracion de ganado. La poblacién animal en la region esta representada principalmente
por ganado bovino, seguido por ovinos, caprinos y porcinos.

Algunas de las posibles razones por las cuales la enfermedad tiende a permanecer en América

Latina se podrian explicar por las practicas de cria de distintas especies de animales
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compartiendo pasturas y abrevaderos, la interaccién del medio rural con el urbano para
adquirir insumos, la comercializacién de productos, la faena de animales y sus multiples
derivados preparados artesanalmente carentes de control sanitario (Francy col., 2018).

Si bien ha sido erradicada en muchos paises industrializados, continda siendo un grave
problema para la salud publica, la produccidn animal y la economia ganadera. Argentina se
encuentra junto con Perd y México entre los paises con prevalencias mas elevadas de casos
de brucelosis humana dentro de América Latina (Lucero y col., 2007; Méndez-Lozano y col.,
2015; Francy col., 2018)

El mayor nimero de casos se encuentra asociado a personas que se desempefian trabajando
con animales o frecuentan granjas. A pesar de ser una enfermedad endémica, en muchos
paises en desarrollo se encuentra sub-diagnosticada, e inclusive muchas veces no es reportada

en forma oficial (Godfroid y col., 2005; Epidemiologia, 2013).

1.2.2. Brucelosis caprina en Argentina

En Argentina se dispone de informacidn sobre la presencia de brucelosis especificamente en
caprinos y humanos desde el afio 1922 con reportes en la Provincia de Cérdoba (Robles y col.,
2014). En los llanos de La Rioja fue descripta en 1941 y en Mendoza, Cérdoba y Chaco
semiarido en décadas posteriores (Cruz y col., 2002). La informacion disponible de distintas
fuentes muestra que la distribucidn de la infeccidon por B. melitensis en caprinos en el pais no
es homogénea, presentdndose regiones de alta prevalencia, otras de media y baja (Robles y
col., 2014) y otras aparentemente libres (también existen regiones sobre las que no existen
datos) (Gonzdlez Tomé y col., 1995). En general, las regiones de alta prevalencia coinciden con
registros sobre la ocurrencia histérica de casos de brucelosis en humanos (Wallach y col.,

1998).
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1.3. Provincia de San Luis

La Provincia de San Luis, ubicada en el centro oeste de la Argentina, posee una superficie de
7.674.800 has., donde mas del 70% es destinada a la produccién pecuaria, posicionandose la
actividad de cria caprina como una de las principales explotaciones ganaderas de la Provincia
(Rodriguez y Delgado, 2016).

La produccién caprina provincial posee caracteristicas regionales similares a las restantes
provincias cuyanas, con las cuales comparte modelos productivos, areas geograficas, aspectos
culturales y sanitarios. La presencia de enfermedades zoonéticas es también comuin e
histérica (Goobar y col., 1975). La cria para la subsistencia familiar es la predominante y
corresponde a pequefios y medianos productores, existiendo pocos emprendimientos a
mayor escala (Robles y col., 2014). La convivencia de la familia rural con el ganado caprino y
su estrecho contacto, definen la importancia de las enfermedades zoonéticas en el abordaje

de politicas sanitarias y planes de control.

1.3.1. Produccion caprina en la Provincia de San Luis

En San Luis, la explotacién caprina comprende a productores (normalmente nucleo familiar)
con muy poco desarrollo, basada fundamentalmente en los escasos recursos econdmicos e
infraestructura. La realidad es compartida con varias provincias vecinas, sumado a
caracteristicas climaticas y geograficas similares, llevando a explotaciones de igual descripcién
e igualdad de condiciones (Rodriguez y Delgado, 2016). El limite politico de las provincias de
la Regidon de Cuyo (San Luis, San Juan, Mendoza y La Rioja) es practicamente un limite virtual,
tal como se observa en regiones aridas/semiaridas y con un contexto epidemioldgico similar

(Robles y col., 2014).
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Los principales departamentos productores de ganado caprino de la provincia son los ubicados
en el noroeste: Belgrano, Ayacucho y General San Martin. Entre los tres acumulan una
poblaciéon de 27.540 habitantes, radicada fundamentalmente en la zona rural (Rodriguez y

Delgado, 2016).

Respecto a la poblacién animal, el ganado caprino ocupa el segundo lugar a nivel provincial,
concentrado en los mencionados departamentos, ascendiendo a cubrir 2/3 de la poblacién
caprina provincial (SENASA, 2017). La mayoria corresponden a majadas pequefias compuestas
por razas criollas con mezcla de Anglo-Nubian y Saanen, para la produccién mixta de carne y
leche, que conforman unidades productivas destinadas al autoconsumo y frecuentemente

constituyen la dieta exclusiva de los habitantes de la zona.

Muy pocos productores poseen majadas cerradas con reposicidn propia. La mayoria realiza la
compra no segura de reproductores y la venta en el establecimiento de animales que son
trasladados para faena por trabajadores cuya funcién es concentrar y transportar las crias
(informalmente conocidos como “chiveros”). Otra practica comun es el préstamo de
reproductores, como asi también el intercambio de los mismos y se observa como una

caracteristica productiva el pastoreo comunitario.

Es esperable que la brucelosis impacte negativamente en la produccién animal, ocasionando
mermas econémicas por pérdidas productivas y reproductivas, a causa de abortos en la cabras
y disminucién de la produccién de leche. Los valores de reventa se ven afectados,
perjudicando e impidiendo la comercializacion de productos y subproductos (Acha y Szyfres,

2005).
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No obstante, la principal preocupacién radica en la capacidad zoondtica de la enfermedad,
teniendo en cuenta el riesgo sobre la familia rural, la venta de derivados lacteos para consumo
humano y la falta de bioseguridad de las plantas de faena. Los aspectos culturales y
tradicionales vuelven vulnerable al productor caprino. Los corrales de encierre usualmente se
encuentran cercanos a la vivienda familiar, y generan un ambiente altamente contaminado.
Las practicas diarias con el ganado se realizan en un entorno familiar, siendo las mujeres y los
nifios quienes comunmente suelen realizar el manejo de las cabras en los corrales,

exponiéndose facilmente a contraer la enfermedad.

1.3.2. Brucelosis caprina en la provincia de San Luis

El primer antecedente de prevalencia en la provincia data de 1976 cuando la Direccién de
Ganaderia del Gobierno de San Luis realizé un muestreo en el cual detect6 un 3.5% de hatos
con animales positivos a la prueba de Huddelson. Entre 1977 a 1979 se implementé un plan
piloto de vacunaciéon con la cepa Revl en los departamentos de Ayacucho y Belgrano
constituyendo la primera aplicacién de la vacuna en el pais (Casalis, 2013). Es de resaltar que
actualmente la Provincia de San Luis no se encuentra anexado a un plan de vacunacién de

caprinos.

Durante el afio 1979 se analizaron 10.367 sueros caprinos pertenecientes a 131 rebafios de
los departamentos Belgrano, Ayacucho, La Capital, Chacabuco, Junin, Pringles y San Martin. El
porcentaje de hatos infectados fue de casi el 25%, en tanto que la prevalencia individual fue
2.8% (determinados ambos por la prueba de aglutinacién en placa de Huddelson) (Aguilera 'y

col., 1979).
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En la década del 90 se puso en marcha un plan caprino provincial donde se controlaron 440
hatos mediante Rosa de Bengala y 2ME, muestreandose el 10% de los animales de cada hato,
con la intencién de sangrar todo el rebano, si algun animal resultaba positivo. El 4% de los
hatos resulté positivo y tras 5 afios de muestreo y sacrificio de los animales reaccionantes, se

realizé un nuevo muestreo que arrojé el 2.2% de hatos positivos (Mufioz, 2001).

El Laboratorio de Salud Publica de la provincia realizé un relevamiento serolégico en muestras
de humanos, en el cual se procesaron cerca de 1000 sueros a través de la prueba de
Huddelson, siendo reactivas 171 muestras. Este relevamiento se realizé desde el afio 1999
hasta mediados de 2011. A su vez, se pudo calcular que el 89.5% presentaban valores cercanos
al punto de corte o con reacciones de aglutinacion leves. Segun conclusiones de Ministerio de
Salud, tales titulos serian indicativos y propios de una zona endémica como lo es la Provincia

de San Luis. El 10.5% restante corresponde a 18 casos con titulos significativos (DPEyC, 2011).

En el afo 2012, un grupo de trabajo en el marco del Programa Provincial de Control y
Erradicacidn de la Brucelosis en Caprinos, realizé un muestreo estratificado segin tamano de
majada para determinar la prevalencia de brucelosis. Se procesaron 7.047 sueros
provenientes de 214 hatos y se utilizo BPA como prueba tamiz y SAT/2ME como pruebas
complementarias. El 11.7% de los establecimientos resultaron positivos con al menos un
animal reaccionante, alcanzando 1.05% de prevalencia individual en el total de las muestras

(Delgado y col., 2012).

1.4. Brucelosis en humanos

La brucelosis humana es una de las zoonosis bacterianas de mas amplia distribucion geografica

y acarrea una significativa morbilidad en humanos (Acha y Szyfres, 2005; Corbel, 2006).
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Aunque la falta de informacién hace que sea un desafio determinar la distribucién y la carga
real de la enfermedad causada por Brucella en humanos, diferentes estudios han demostrado
que esta enfermedad es endémica en muchos paises en vias de desarrollo, principalmente
aquellos pertenecientes al Mediterraneo, Medio Oriente, Asia central, Africa sub Saharianay
América Latina. En paises como lIraqg, Jordania y Arabia Saudita se estima una incidencia de
brucelosis humana mayor a 100 casos cada 100.000 habitantes por afio, mientras que en
Africa y América Latina es menor, pero aun asi se presume que se encuentra dentro un rango

entre 12.8 a 35 nuevos casos cada 100.000 habitantes por afio (Pappas y col., 2006).

En humanos, esta enfermedad es causada principalmente por cuatro especies de Brucella: B.
melitensis, B. abortus, B. suis 'y B. canis. La mayoria de los casos son atribuidos a B. melitensis,
pero es posible que la infeccidn sea causada en un nimero importante por alguna de las otras

tres especies y se encuentre subestimada (Rubach y col., 2013; Khan y Zahoor, 2018).

Las infecciones raramente son fatales y los signos clinicos pueden variar desde una
presentacion aguda de un cuadro febril no especifico a una forma crénica de una enfermedad
debilitante (Buzgan y col., 2010). El periodo de incubacién es de 2 a 24 semanas, requiriendo
tratamientos prolongados, logrando la inhabilitacion de los individuos afectados (Acha y
Szyfres, 2005). Los signos clinicos mds comunes son la presentacion de fiebre cronica
moderada, que tiende a la recidiva, seguida por dolor articular, muscular y de espalda, como
resultado de la inflamacidn ocasionada por el patdgeno en articulaciones y vértebras (Deany
col., 2012). Las infecciones con Brucella pueden también generar esplenomegalia,
hepatomegalia y menos frecuentemente endocarditis y manifestaciones neurolégicas (Young,

2018). En la mayoria de los casos, las infecciones se producen por el consumo de leche o
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productos derivados lacteos no debidamente pasteurizados provenientes de animales

enfermos (Traxler y col., 2013).

Los veterinarios, productores y personal de frigorifico son los que se encuentran bajo mayor
riesgo por su exposicién via mucosas, contacto con fluidos corporales, tejidos y abortos de
animales infectados (Traxler y col., 2013; Lowe y col., 2015). Existe frecuentemente un
historial de la enfermedad dentro de los grupos familiares, debido a una exposicién laboral a
al patégeno, relacionada a las practicas de crianza de animales y al consumo de alimentos
derivados de animales enfermos. Desde el punto de vista epidemioldgico, son diferentes los
casos de enfermedad en personas que han viajado a zonas endémicas y han consumido
productos lacteos con deficientes medidas de higiene. Ademas, es considerada una de las
enfermedades mdas comunes de adquisicién en laboratorios en todo el mundo, ya que puede
ser facilmente trasmitida por aerosoles, hecho por el cual se la ha considerado como una
potencial arma bioldgica en el pasado (Pappas y col., 2006; Artenstein, 2017).

Es importante destacar que tanto la via vertical como horizontal en el humano son muy raras
y poco frecuentes (Khany col., 2001; Kurdoglu y col., 2015), llevando a la conclusién, que los
humanos son hospedadores accidentales y deben ser considerados un camino sin salida en lo
que respecta a las especies mencionadas de Brucella. En la actualidad no existe una vacuna

en humanos que prevenga las infecciones (Young, 2018).

1.5. Brucella melitensis en sus hospedadores de preferencia

Los pequefios rumiantes (ovinos y caprinos) son los hospedadores de preferencia para las
infecciones por B. melitensis (Olsen y Palmer, 2014). Sin embargo, bovinos y otros rumiantes

pueden también portar la enfermedad. Como ya se menciond, la brucelosis es considerada
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endémica en vastas regiones del mundo, donde los pequefios rumiantes son una de las
principales fuentes de alimento y en algunos casos constituyen pequeiias economias de
subsistencia para las poblaciones residentes (El-Sayed y Awad, 2018). En rebafios de cabrasy
ovejas, la principal signologia clinica es la falla reproductiva caracterizada por abortos en los
ultimos estadios de la gestacidn, natimortos o nacimientos de crias débiles (Poester y col.,
2013).

Es interesante destacar que una de las principales localizaciones de B. melitensis es la glandula
mamaria en la mayoria de las infecciones agudas de hembras prefiadas, generando la eventual
dispersién del agente infeccioso por medio de la leche durante la lactancia. A su vez, este
patégeno puede causar inflamacidn del tejido mamario con la consecuente disminucién de la
produccién lactea. La via de transmision principal de la enfermedad es mediante el contacto
entre animales susceptibles y las secreciones contaminadas del tracto genital femenino
(Garin-Bastuji y Blasco, 2016). Ampliamente considerada como la mas virulenta de todas las
especies, también se ha consagrado como muy dificil de ser eliminada del ganado (Khan y
Zahoor, 2018). Después de mas de 130 afios de su primer aislamiento, ninguno de los paises
principales fue capaz de erradicar la enfermedad (Zhang y col., 2018). Las cabras y las ovejas
también son muy susceptibles a la infeccion por otras especies de Brucella, pero la
enfermedad suele ser mas variable y tiende a autolimitarse (Godfroid y col., 2011; Higgins y
col., 2017).

La infeccion temprana cursa de manera subclinica. Sin embargo, la bacteriemia puede
producir signos clinicos severos o inclusive la muerte de algunos animales. Los abortos
aparecen en etapas tardias de la gestacidn, siendo posiblemente los Unicos signos clinicos. A

menudo no aparecen alteraciones manifiestas, aunque no es raro de encontrar
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bronconeumonia, liquido pleural hemorragico, tumefaccidn de linfonddulos, bazo e higado.
En los machos ocurre la infeccion de testiculos, epididimo, vesicula seminal y conductos
deferentes ocasionando la disminucidn de la fertilidad (Higgins y col., 2017).

La localizacién de infecciones en la glandula mamaria con la consecuente mastitis es mucho
mas frecuente de observar en brucelosis caprina si se la compara con brucelosis bovina.
Clinicamente se caracteriza por la formacion de nddulos firmes y leche de aspecto acuoso con

presencia de fléculos (Garin-Bastuji y Blasco, 2016).

1.6. Agente Etiologico

1.6.1. Caracteristicas del género Brucella

El género se encuentra ubicado dentro de la familia Brucellaceae, perteneciente al orden de
los Rhizobiales, en la clase Alphaproteobacteria del phyllum Proteobacteria (Scholz y col.,
2018). Los miembros de esta clase incluyen familias de organismos patdgenos de plantas y
animales, simbiontes, en su mayoria asociados a la transmisidon por vectores. El pequefio
genoma de estos organismos se relaciona a la necesidad de ser patdgenos intracelulares
obligados para su supervivencia. Una caracteristica que distingue a Brucella de la mayoria de
otros géneros dentro del orden de Rhizobiales incluye la capacidad de infectar células
mamiferas (caracteristica compartida exclusivamente con Bartonella). Sin embargo, existen
ciertas diferencias importantes entre Bartonella, patdgeno intracelular obligado, y Brucella,
patégeno intracelular facultativo. EI genoma de Brucella spp. es 50-100% mas largo que el
genoma de Bartonella spp. y ha preservado una mayor cantidad de funciones metabdlicas
relacionadas con patégenos de plantas (Castafio y col., 2017). La persistencia en suelos por

periodos de hasta 10 semanas es consistente con la habilidad metabdlica de utilizar moléculas
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basadas en estructuras vegetales. El genoma relativamente largo de Brucella sugiere su
potencial capacidad de habitar diferentes escenarios tales como la adaptacién preferencial a

distintos hospedadores.

Mediante la evaluacién de genomas de Brucella spp. se determiné la pérdida de funciones de
genes, mediante la formacién de pseudogenes, como asi también la adquisicién de
importantes determinantes de virulencia durante su adaptacion a la vida intracelular (Scholz

y col., 2018).

Brucella representa un género en constante expansion de patdégenos potencialmente
zoon6ticos. Originalmente fueron descriptos en ganado y animales de compaiiia pero que en
los ultimos afios se comenzaron a detallar nuevas especies relacionadas al ambiente marino y
a animales de vida salvaje (incluyendo anfibios) (Godfroid y col., 2013). Las distintas
preferencias de hospedadores se pueden asociar a cambios en estructuras superficiales de las
células y a condiciones de crecimiento éptimas, como también a mecanismos de supervivencia

dentro de células de mamiferos.

En el género encontramos una gran conservacién de su composicion genética. Algunas de las
especies mas recientes han sido descriptas como pertenecientes al género, pero con ciertas
caracteristicas Unicas, por lo que fueron catalogadas como “atipicas” basandose en la
utilizacion de caracteristicas fenotipicas y genotipicas. La mayoria de las especies son
patdgenos intracelulares facultativos de animales, pudiendo también estar presentes en
humanos. Se encuentra un diferente tropismo por el huésped de preferencia de acuerdo a la

especie, inclusive a nivel de biovares (Scholz y col., 2018).
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La mayoria de los aislamientos suelen provenir de casos clinicos de la enfermedad o alimentos
contaminados (principalmente derivados lacteos de animales enfermos). Los aislamientos se
caracterizan por presentar requerimientos importantes para su crecimiento, como la
incorporacion de una atmdsfera enriquecida con CO; especialmente en el primo-aislamiento.
Las colonias tienden a ser transparentes, elevadas, convexas, con un borde completo y una
superficie lisa y brillante que aparece de un color miel palida o nacarada. Por el contrario,
aquellas colonias conformadas por cepas atipicas podran presentar una forma mucoide

diseminada. El crecimiento se ve optimizado con la inclusidn de suero o sangre en los medios.

Frente a la tincion de Gram reaccionan en forma negativa, mostrando una forma de
cocobacilos o bacilos cortos de un tamano entre 0.5-0.7 um de ancho y 0.6-1.5 um, sin una
agrupacion caracteristica. Son inmdéviles, no se visualiza la presencia de cdpsula ni la formacién
de esporas. Su temperatura optima de crecimiento es de 37°Cy un pH entre 6.6 y 7.4. Son un
género conformado por especies catalasa y oxidasa positiva, y ureasa variable (aunque la
mayoria reacciona en forma positiva). Son microorganismos aerébicos que poseen un
metabolismo respiratorio, poseen un sistema de transporte de electrones basado en
citocromos, con oxigeno o nitratos como aceptores finales de electrones y en general no
fermentan azucares (Alton y col., 1988). El genoma se encuentra conformado tipicamente por

2 cromosomas circulares y carece de plasmidos (Liu, 2015).

Como se menciond previamente, en los Ultimos anos, se han descripto nuevas especies no
convencionales. Las diferencias en su expresién fenotipica o en su conformaciéon genética
permitieron dividir al género en dos grandes grupos. El primer grupo, compuesto por especies

“clasicas”, que incluye a Brucella melitensis, Brucella abortus, Brucella suis, Brucella canis,
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Brucella ovis y Brucella neotomae y las de mads recientemente incorporacion, Brucella ceti,
Brucella papionis y Brucella pinnipedialis. El segundo grupo, se encuentra conformado por
especies “atipicas”, Brucella microti, Brucella inopinata y Brucella vulpis (Tabla 1). El término
“atipicas” se refiere tanto a las diferencias fenotipicas cuando se las compara con las “clasicas”
y/o especies con alto grado de diversidad genética (Scholz y col., 2010; Whatmore y col., 2014;

Al Dahouk y col., 2017; El-Sayed y Awad, 2018).

Mediante la visualizacion del aspecto de las colonias obtenidas en medio sélido, se pueden
evidenciar diferencias entre algunas especies de Brucella, clasificandolas como colonias lisas
(S) o rugosas (R). Dentro de las primeras se encuentran B. abortus, B. melitensis, B. suis, B.
neotomae, B. ceti, B. pinnipedialis, B. microti, B. papionis y B. vulpis y, dentro de las segundas,
B. ovis y B. canis. El aspecto que adquieren las colonias se debe al tipo de expresiéon del
lipopolisacéarido (LPS) en la superficie bacteriana. En él se distinguen tres regiones: el lipido A,
inserto en la hoja externa de la membrana, un oligosacarido intermedio, llamado nucleo vy el
polisacarido O, también conocido como cadena O. Su presencia determina el aspecto
caracteristico de las colonias lisas (S-LPS). En caso de que la cadena O se encuentre ausente o
presenta pocos residuos, las colonias tendran caracteristicas rugosas (R-LPS). El crecimiento
de especies de caracteristicas tipicamente lisas en algunos medios de cultivo, principalmente
liquidos o cultivos viejos, puede llevar a que experimenten mutaciones espontdneas que
afectan la forma de expresion del LPS (Bowden y col., 2007). La cualidad de lisa o rugosa de
una especie de Brucella se atribuye usualmente a su mayor o menor virulencia. El cambio
visible de lisas a rugosas en las colonias generalmente sugiere una disminucién en la virulencia
de la especie, con la consecuente no induccion de anticuerpos detectables por las técnicas

seroldgicas usuales de diagndstico (anticuerpos contra el antigeno O).
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Aglutinacion con sueros

. . Req. Act. Prod. Medios con colorante e .

Especie Biovar co2 Ureasa SH2 monoespecificos Lisis pos fagos
Tionina Fucsina A M R Tb Wb Bk Fi
1 + + + - - + - - + + + +
2 + + + - + + - - + o+ o+ O+
3 + + + + + + - - + o+ o+ O+
4 + + + - + - + - + + + +

B. abortus
5 - + - - + - + - + o+ o+ o+
6 + + + + + - - + o+ o+ O+
7 - + + + + + + - + + + +
9 - + + + + - + - + o+ o+ O+
1 - + + + - + - - - + + o+
2 - + - + - + - - - + + o+
B. suis 3 - + - + + + + - - + + 4+
4 - + - + - + + - - + + o+
5 - + - + - + + - - + + o+
1 - + - + + - + - - - + -
B. melitensis 2 - + - + + + = - - + -
3 - + - + + + + - - - + -
B. ovis ) + - - - + - - + - - - -
B. canis 1) - + = + - - + - - - .
B.
neotomae @ - + + ) ) ) ) ) - - -
B. ceti 1) - + - + + + = = - + + -
B.

pinnipedialis @ - + - + + + - - -+ 4+ -
B. microti ) - + - + + - + - L
B. inopinata @ - + + + + - + SD - - B, B,
B. papionis ) - + - - - + - , -+ o+ 4
B. vulpis @ - + - + + + - SD + o+ o+ o+

Tabla 1: Diferenciacidn por caracteristicas fenotipicas de especies de Brucella spp. Referencias: +: positivo; —: negativo; SD: Sin datos; Th:

Thbilisi; Wb: Weybridge; Bk: Berkeley; Fi: Firenze
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1.6.2. Caracteristicas genéticas de Brucella spp.

A principios del siglo XX, se comenzaron a poner en evidencia mutaciones espontaneas que
sucedian en Brucella. Las mutantes espontaneas mas ampliamente estudiadas son las cepas
vacunales, tales como B. melitensis Revl, B. abortus cepa 19 y B. abortus RB51. Los estudios
genéticos iniciales se focalizaron en la apariencia fenotipica, la estabilidad, el metabolismo y

la resistencia de las colonias mutantes (Dorneles y col., 2015).

El genoma de Brucella contiene aproximadamente un 58 % de GC. B. melitensis, B. abortus, B.
ovis, B. neotomae, and B. suis biovar 1 poseen cada uno dos cromosomas de 2.1 Mb y 1.15
Mb. B. suis biovar 2 y 4 poseen cromosomas de 1.85 Mb y 1.35 Mb, a la vez que B. suis biovar
3 tiene solamente un cromosoma de 3.1 Mb. Existe una homologia de mas del 90% entre las

diferentes especies (Scholz y col., 2018).

Existen descriptas secuencias de insercion (IS) las cuales son pequeiios fragmentos de ADN
que pueden moverse desde un sitio del genoma e interponerse en otro, promoviendo
reacomodamientos genéticos. Estas estructuras se encuentran en ambos cromosomas de
Brucella. Todas las especies contienen aproximadamente entre 8 y 35 copias de una secuencia
de insercion denominada /S711 (Mancillay col., 2011). La posicidon y el nUmero de copias varia
segln la especie y es una caracteristica que permite diferenciar entre cada una de ellas. La

deteccidn de IS711 constituye una valiosa herramienta para la tipificacién de Brucella spp.

Por ejemplo, el gen wboA de B. abortus RB51 se encuentra interrumpido por una secuencia
de insercidén similar a I1S711 (Vemulapalli y col., 1999). Basandose en esto, un ensayo de PCR

puede distinguir entre RB51 y su cepa original 2308 (Dorneles y col., 2015).
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Actualmente no se encuentra descripta la presencia de plasmidos, pero a pesar de esto, se ha

logrado la replicacién de estas secuencias de ADN in vitro (Liu, 2015).

1.7. Anadlisis multilocus del numero variable de repeticiones en tandem para el estudio de

la diversidad genética de B. melitensis

Como se menciond previamente, la homogeneidad genética de Brucella es de mas del 90%, lo
cual implica que existen limitadas secuencias polimérficas en genes constitutivos para proveer
una resolucion suficiente cuando se busca trazabilidad de los aislamientos (Lopez-Gofii y
O'Callaghan, 2012). Sin embargo, el esquema MLVA 16 (Bricker y col., 2003; Le Fléche y col.,
2006; Al Dahouk y col., 2007) es una herramienta para identificar y subtipificar
molecularmente aislamientos de Brucella y la informacién obtenida puede ser utilizada para

el analisis de la diversidad genética y la trazabilidad de los mismos.

La completa secuenciacion del genoma de Brucella melitensis (DelVecchio y col., 2002),
Brucella suis (Tae y col., 2011) y Brucella abortus (Halling y col., 2005) han hecho posible la
busqueda de regiones de ADN con la suficiente variabilidad para que pudieran ser utilizadas

para la identificacién diagndstica y la diferenciacion.

Las secuencias o repeticiones en tdndem son una clase de marcadores de importancia, dado
gue multiples alelos pueden ser considerados para un determinado locus. Poseen también la
ventaja de que la diferencia de tamafio de los mismos puede ser resuelta facilmente mediante
electroforesis (Le Fléche y col., 2006). Las repeticiones en tdndem a menudo son clasificadas
como satélites (del orden de megabases de ADN, presentes en la mayoria de los genomas

eucariotas), minisatélites (conteniendo cientos de pares de bases con un tamafio de unidades
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repetidas de hasta 9 pares de bases) y microsatélites (abarcando una decena de nucleétidos,
un tamano de unidad repetida de hasta 8 pares de bases) y han probado ser apropiadas para
la tipificacién de otras bacterias patdgenas. Basicamente estan compuestas por repeticiones
de copias perfectas e imperfectas de una unidad elemental, y varios alelos pueden ser

observados en diferentes aislamientos dentro de una misma especie (Al Dahouk y col., 2007)

La tipificacion mediante la utilizacion de microsatélites aprovecha la ocurrencia de
repeticiones en tandem de numero variable que varian de 1 a 10 pb por repeticion y de 1 a >
30 repeticiones por locus. Estos VNTR se han observado a lo largo de los reinos procariotas y
eucariotas. Se cree que la adicidn o eliminacién de unidades repetidas dentro de un locus esta
causada por un emparejamiento incorrecto de nucledtidos y/o por la ocurrencia de
entrecruzamientos desiguales entre cadenas de ADN que aumentan la tasa de mutacion en
estos loci (Lépez-Goii y O'Callaghan, 2012). Las variaciones en el nimero de repeticiones dan
lugar a alelos moleculares para un locus dado y ayudan en la caracterizacion del aislamiento.
Cuando se analizan multiples loci, la “huella dactilar” resultante puede ser altamente
discriminatoria o incluso Unica. En una primera instancia de andlisis se emplea la variacién en
las repeticiones en tandem de la secuencia de ADN “AGGGCAGT” en ocho loci del genoma.

Esta técnica fue denominada “HOOF-prints” (Bricker y col., 2003).

Adicionalmente al panel “HOOF-prints” (a partir de ahora denominado panel 1), destinado
principalmente a la identificacion de Brucella, se agregan ocho microsatélites
complementarios con un mayor poder discriminatorio (Panel 2). La informacion obtenida del
analisis de ambos paneles es lo que compone el denominado MLVA 16 (Garofolo y col., 2013;

Shevtsov y col., 2015; Sun y col., 2016; Liu y col., 2017). El panel 2 es usualmente dividido en
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2 grupos, panel 2A, con los primeros 3 marcadores y panel 2B, con los cinco marcadores
moleculares restantes. En el panel 2B estdn comprendidos los marcadores de mayor
variabilidad. Ademads de la potencial alta resolucién, MLVA 16 tiene una serie de otras ventajas
técnicas, sobre todo su relativa simplicidad, tiempo de respuesta rapido, aplicabilidad a
preparaciones no viables y/o crudas, y la capacidad de comparar facilmente resultados

digitales entre laboratorios (Whatmore y col., 2006).

1.8. Patogenia de la enfermedad

Los integrantes de la familia Brucellaceae poseen la particularidad de ser intracelulares
facultativos, siendo su supervivencia y persistencia dependiente de la habilidad para
sobrevivir y multiplicarse dentro de las células del sistema reticuloendotelial (He, 2012).
Brucella ingresa al hospedador mediante ingestidn, inhalacién o penetracién a través de
lesiones en piel, incluso piel intacta o mucosa conjuntival. Al ingresar al organismo, pueden
ser fagocitadas como parte de la respuesta inmune innata. La patogénesis depende
principalmente de su relacion con macréfagos, polimorfonucleares, células dendriticas y
trofoblastos en lo que respecta a la supervivencia y replicacién (Copin y col., 2012).

En el ingreso a la célula hospedadora Brucella debe enfrentar y sobrellevar condiciones
adversas. El patdgeno ha desarrollado diferentes estrategias para la evasion y la resistencia a
los mecanismos intracelulares de defensa de la célula hospedadora. Es capaz de sobrevivir en
células dendriticas, interfiere en la maduracién de las mismas, altera el procesamiento de
antigenos y compromete la respuesta inmunitaria del hospedador. Controla el ciclo celular
para poder sobrevivir al ambiente hostil del hospedador hasta que la bacteria alcanza los

compartimientos intracelulares (De Bolle y col., 2015). Brucella se encuentra bien equipada
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para tolerar el stress fisiolégico y metabdlico esencial para su virulencia (Kéhler y col., 2003).
Previene la apoptosis del macrofago y permite que sobrevivan dentro del sistema reticulo
endotelial llevando a infecciones crénicas (Ahmed y col., 2016). Ha desarrollado la capacidad
de controlar el trafico intracelular de las vacuolas que la contienen luego de la fagocitosis,
denominadas vacuolas contenedoras de Brucella (BCV), para evitar la fusion con lisosomas y
bloquear la consecuente degradacién (Celli y col., 2003). La fusién de las vacuolas con
organelas como el reticulo endopldsmico favorece en cierta forma la generacién de un nicho
replicativo seguro, protegiéndose de las condiciones nocivas intracelulares (Miller y col.,

2017).

Durante la etapa inicial de la infeccion algunas bacterias son eliminadas, pero aquellas que
permanecen viables, llegan por via linfatica a los ganglios regionales correspondientes,
pudiendo desde alli invadir el torrente sanguineo, donde seran fagocitadas por los
polimorfonucleares (PMN) o macréfagos circulantes y transportadas a los diversos drganos,
logrando la multiplicacién y la supervivencia. El lipopolisacarido de las variantes lisas de
Brucella se encuentra descripto como uno de los principales determinantes de virulencia. El
S-LPS facilita la entrada a la célula, impide la fusidon de la BCV con los lisosomas e inhibe la
apoptosis de la célula. Existe un sistema regulador de dos componentes denominado
BvrR/BvrS el cual es de gran importancia para la invasion y la supervivencia intracelular,
actuando mediante la regulacién de la expresién de las proteinas de membrana Omp3a y
Omp3b. El cambio en la expresidon de estas proteinas en la superficie de la membrana permite
que Brucella se unay penetre dentro de la célula. Asi también el factor de secrecién tipo IV de
Brucella codificado por el operdn VirB, funciona como un reconocido factor que influye en la

adherencia, el ingreso a la célula, la supervivencia vy la replicacion dentro de los macrofagos
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(Dorneles y col., 2015). La presencia de endotoxinas y la hipersensibilidad a antigenos de
Brucella podria explicar en cierta forma muchos de los sintomas de la infeccidn, incluyendo la

fiebre y la pérdida de peso (Seleem y col., 2010).

En las hembras prefiadas, a medida que avanza la gestacion, Brucella spp. se replica en forma
marcada en los trofoblastos placentarios. La integridad de la placenta es alterada, logrando
que se desencadene el caracteristico aborto. El Utero de la hembra prefiada es un sitio
inmunoldgicamente privilegiado, que previene la expulsién del feto mediante la modulacién
de la respuesta inmunitaria local y permite a Brucella replicarse en forma extensiva. El IFN-y
es una citoquina de suma importancia que controla la infeccion de Brucella. Una de las
funciones mas importantes es la estimulacion de los mecanismos efectores para que la célula

pueda deshacerse de la bacteria de su localizacion intrafagocitica (Carvalho Neta y col., 2010).

Se encuentra descripto un sistema de deteccién de quorum involucrado en la regulacién de
determinantes de virulencia de Brucella, mas cominmente relacionados a aquellos que se
expresan en la superficie celular (Samartino y col., 2017). Cuando Brucella se encuentra en el
espacio intracelular, existen sefiales que permiten detectar una limitante en el espacio o en
las capacidades de la célula de lograr cubrir los requerimientos. Corresponde a la deteccién
de “inanicién” o de necesidades particulares. La habilidad de detectar limitantes en los
recursos se encuentra directa o indirectamente involucrado en ajustar el metabolismo de
Brucella, enlenteciendo el metabolismo basal, previniendo la multiplicacién hasta que se
alcance la formacion del compartimiento replicativo frente al cambio de perfil de nutrientes
gue enfrenta Brucella a lo largo de su tréafico intracelular (Terwagne y col., 2013). Finalmente,

a través de procesos liticos y no liticos, el patdgeno es liberado de la célula (Ke y col., 2015).
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Sin embargo, cuando Brucella alcanza el RE, éste no solo provee de un nicho seguro, sino que
también protege al patogeno de la fuerte accion bactericida de las células fagociticas (Castano

y Solera, 2009).

1.8.1. La respuesta inmune a la infeccion con Brucella

Debido a que Brucella tiene la capacidad de sobrevivir y replicar dentro de las células del
hospedador la proteccién depende de células presentadoras de antigeno en lo que se refiere
a inmunidad innata y en linfocitos T helper y citotéxicos en su inmunidad adaptativa para

poder remover la bacteria y las células infectadas.

1.8.2. Participacion de la Inmunidad innata en infecciones con Brucella spp.

Las células epiteliales constituyen la primera linea de defensa que evitan el ingreso de
patdgenos y pueden desencadenar una respuesta inmune a cargo de células profesionales.
Estas tienen la capacidad de expresar receptores pertenecientes al sistema inmune innato que
reconocen patdgenos y consecuentemente producen mediadores. Brucella spp. induce una
débil respuesta pro-inflamatoria en el epitelio intestinal importante en la produccién de
citoquinas. Los jugos gastricos exponen a Brucella a un ambiente extremo, con un pH cercano
a 2 y a enzimas digestivas. Las células M, que se encuentran en placas de Peyer y en tejido
linfoide asociado a bronquios transportan a Brucella spp. desde la luz hasta las células del
sistema inmune que se encuentran ubicadas en profundidad con el fin de estimular el sistema
inmune innato mediante fagocitosis. Un segundo paso de la inmunidad innata incluye la
accion de componentes celulares abarcando macréfagos, células dendriticas, neutrdfilos y
células T innatas que son capaces de reconocer a Brucella spp. y destruir la bacteria, junto a

las células infectadas por fagocitosis o actividad citotdxica (Byndloss y Tsolis, 2016). De la
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misma manera, las células M pueden inducir una respuesta inmune adaptativa a través del
procesamiento y la presentacidn antigénica. Los macréfagos y las células dendriticas son las
principales células presentadoras de antigeno (CPAs) del sistema inmune innato que responde
a laiinfeccién con Brucella. Ambos tipos de células tienen mecanismos inducibles para eliminar
la bacteria. Las CPAs son las primeras células que reaccionan ante los microorganismos
invasores y son responsables de la induccién de una respuesta adaptativa presentando
epitopes antigénicos a los linfocitos T helper. El reconocimiento se realiza mediante
receptores de reconocimiento de patrones expresados por CPAs que reconocen a estructuras
conservadas asociadas a patogenos (PAMPs). Los principales PAMPs de Brucella incluyen el
LPS, el ADN y lipoproteinas que son reconocidos por receptores tipo Toll (TLR4, TLR6, TLR9 y
TLR2). Como resultado, se producen citoquinas tales como factor de necrosis tumoral o (TNF-
a), IL-1B, IL-12 e IL-6, como asi también expresa moléculas co-estimuladoras como CD80 y
CD86, que forman parte del sistema inmune innato y adaptativo. Las CPAs pueden procesar
las bacterias fagocitadas en péptidos que son cargados sobre el complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) tipo | y Il localizados sobre la superficie de la célula. Estos
complejos CHM-péptidos estimulan las células T. La estimulacion de macréfagos con
productos bacterianos IFN-y y TNF-a desencadenan multiples acciones antimicrobianas,
incluyendo la produccién de intermediarios reactivos de oxigeno y del nitrégeno (Qian y Cao,
2018).

Los neutréfilos son rdpidamente reclutados al sitio de la infeccidon y eliminan a Brucella
mediante fagocitosis, liberacidon hacia el medio extracelular de su contenido granular o
secreciéon de citoquinas. Ciertas lipoproteinas de la membrana externa pueden activar

funciones de los neutrdéfilos como son el estallido respiratorio, migracion y supervivencia de
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los neutrdfilos. En contraste con los macrofagos, Brucella no es capaz de sobrevivir en
neutrdéfilos a pesar de que aparentemente podria resistir el ataque de los mismos (Higgins y
col., 2018).

Los linfocitos de la inmunidad innata, incluyendo linfocitos NK y células T y§, pertenecen a un
estrato intermedio entre la inmunidad innata y adaptativa. Comparando con los linfocitos T,
conforman una proporcién mucho menor en las células sanguineas y reconoce antigenos no
peptidicos sin estar asociados a un CMH. El rol mas importante de estos linfocitos es la
produccién de IFN-y antes de la expansidon de una respuesta especifica. Las células T y&
muestran actividad protectora en etapas iniciales de la infeccién, inhibiendo el crecimiento de
Brucella en macréfagos a partir de mecanismos de citotoxicidad, activacién de macréfagos
mediante la produccion de IFN-y y la secrecién de compuestos bactericidas. Las células NK que
fueron activadas por IL-12 y TNF-a atacan a las células infectadas con Brucella mediante
efectos citotdxicos, a la vez que tienen un rol en la regulacién de la respuesta por anticuerpos

(Higgins y col., 2018).

1.8.3. Participacion de la inmunidad adaptativa en la repuesta ante Brucella spp.

La inmunidad adaptativa se activa luego de la presentacién de los epitopes de Brucella por
parte de CPAs. El efecto antigeno especifico y memoria permite eliminar los patdégenos de
manera rapida y efectiva. La inmunidad adaptativa consiste en el accionar de linfocitos T
helper, células T citotdxicas, y linfocitos B productores de anticuerpos. Las células T activan
funciones bactericidas en macréfagos mediante la produccidon de citoquinas como por

ejemplo IFN-y o ejerciendo efectos citotdxicos sobre células infectadas. Linfocitos B producen
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anticuerpos especificos para un determinado antigeno con la capacidad de neutralizar u
opsonizar a Brucella (Perez-Sancho y col., 2014).

La inmunidad celular esta representada principalmente por linfocitos T helper CD4+ (Th) y
linfocitos citotdxicos CD8+ (LTc). Como consecuencia de la activacion por parte de CPAs,
células ThO se diferencian a Thl y Th2 mediante la estimulacién por IL-12 o IL-4,
respectivamente. Células diferenciadas en Th1 producen IFN-y e IL-2 para activar la inmunidad
mediada por células mientras que células Th2 principalmente producen IL-4, IL-5 e IL-10 para
activar lainmunidad humoral. Las células Th2 estimulan a los linfocitos tipo B en la produccién
de inmunoglobulinas (Sungy Yoo, 2014).

Como se describié previamente, se requiere un T4SS funcional para la supervivencia de
Brucella spp. dentro de los macroéfagos y las células epiteliales. Fue demostrado que T4SS no
solo es importante para el establecimiento de la infeccidn a largo plazo, sino también para la
induccidn de una respuesta tipo Thl (Lacerday col., 2013).

Esta funcidn también fue demostrada por el hecho de que T4SS es necesario para la
maduracion de células B, para la activacién de células T y para la secrecidn inicial de IL-12.
Entre los factores de virulencia, T4SS es conocido por ser vital al momento de establecer una
respuesta inmunolégica, ya que son capaces de vehiculizar PAMPs, tales como flagelina,
peptidoglicano, acidos nucleicos o efectores dentro de la célula hospedadora (Dorneles y col.,

2015).



34

1.9. Diagnostico de brucelosis

1.9.1. Métodos diagndsticos serolégicos

Aunque el aislamiento de Brucella spp. es evidencia irrefutable de la infeccidn, los métodos
seroldgicos son los mads utilizados, debido a la gran sensibilidad y especificidad que poseen

(SENASA, 2019).

La técnica convencionalmente usada como tamiz en el diagndstico de brucelosis en Argentina
es BPA (antigeno bufferado en placa), que se ejecuta con un antigeno preparado con la cepa
de B. abortus 1119-3 (en fase lisa), que posee un pH final de 3.65. Luego de mezclar la muestra
del suero con el antigeno acido por 8 minutos, se debe visualizar aglutinacion en el caso de
animales enfermos. Tiene la capacidad de detectar anticuerpos contra el S-LPS de B. abortus,
B. melitensis y B. suis, principalmente I1gG1, disminuyendo la aglutinacién por IgM. Por ser de
alta sensibilidad, rapida, accesible y facil de realizar se emplea para tener una pronta

respuesta y descartar otras patologias de signologia similar (Megid y col., 2010).

Las pruebas de seroaglutinacién lenta en tubo detectan la presencia de los anticuerpos IgM e
IgG. Los anticuerpos IgM aglutinan mas intensamente que los 1gG ya que, al ser moléculas
pentavalentes, poseen un mayor niumero de sitios de unién. La prueba de 2-mercaptoethanol
(2ME) es una prueba selectiva que detecta solamente la presencia de IgG y se basa en que los
anticuerpos IgM, de configuracidon pentamérica, se degradan en cinco subunidades por la
reduccion de enlaces disulfuro, a partir de la accion del 2-mercaptoethanol. Las moléculas de
IgG, en cambio, no sufren un efecto que altere su actividad para dar reacciones de
aglutinacién. La prueba se usa, por lo tanto, como evidencia presuntiva de la presencia de

anticuerpos de la clase IgG (SENASA, 2019).
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Los ensayos de fijacién de complemento (FC) y polarizacién fluorescente (FPA), se utilizan
como pruebas confirmatorias. De la misma manera que BPA, sirven para detectar anticuerpos

contra todas las variantes lisas de Brucella spp. (Ducrotoy y col., 2018).

El ensayo de FC, requiere de un gran niumero de reactivos y constituye un desafio técnico
importante, pero continda siendo una prueba ampliamente utilizada de confirmacion de
brucelosis a nivel mundial. El test consiste en la incubacion del antigeno celular completo (B.
abortus 1119) con diluciones del suero problema (cuyo complemento enddgeno fue
previamente inactivado por calor) y una fuente titulada de complemento (usualmente suero
de cobayo). Luego de un primer tiempo de incubacidn, se agrega una suspensién de eritrocitos
ovinos sensibilizados con anticuerpos de conejo (anticuerpos anti-eritrocitos de oveja)

constituyendo el sistema revelador y se procede a una segunda incubacion.

Si en la primera incubacidn existié la formacidon de complejos inmunes debido a la presencia
de anticuerpos anti-Brucella en el suero problema (principalmente 1gG1), el complemento
resultara activado y por lo tanto no estara disponible para reaccionar en la segunda incubacion
con los eritrocitos ovinos, evidenciandose la ausencia de hemblisis. Por otro lado, si no existio
la formacién de complejos inmunes en la primera incubacidn, el complemento seguird
disponible para lisar los eritrocitos ovinos. Debido a que solo el isotipo IgG1l fija el
complemento de manera eficiente, la especificidad del ensayo es alta. Este test no permite la
diferenciaciéon de animales vacunados (con las vacunas comercialmente disponibles en

Argentina) (Nielseny Yu, 2010).

Para el caso de FPA, el fundamento se basa en la velocidad de rotacién de una molécula en

solucion a una tasa inversamente proporcional a su tamafo. Si ésta es marcada y examinada
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en un plano de luz polarizada, se aprecia que las moléculas pequeiias giran a mayor velocidad
en un determinado angulo, que las moléculas mas grandes. En el caso particular del
diagnédstico de brucelosis, se utiliza un analizador de polarizacion fluorescente y como
molécula antigénica un fragmento del polisacarido O de Brucella. La marcacion se realiza con
isotiocianato de fluoresceina. Al incubar la molécula marcada con anticuerpos contra el
polisacarido O, se forman complejos inmunes que conlleva a un aumento del tamafio
molecular, y, por lo tanto, una menor velocidad de giro. El dato es recogido por el equipo y
transformado en unidades de milipolarizacidn (mP). El ensayo tiene las ventajas de ser rapido,

econdmico y brinda resultados de alta sensibilidad y especificidad (Nicola y col., 2010).

1.9.2. Diagndstico bacteriolégico de Brucella spp.

Es el método de diagndstico de oro por su maxima especificidad. Sin embargo, el cultivo de
Brucella spp. es un gran desafio. El aislamiento requiere un gran nimero de bacterias viables
en la muestra clinica, un acondicionamiento adecuado y un procesamiento rapido en el
laboratorio (Al Dahouk y col., 2003).

La contaminacidn con agentes ambientales en una complicacion usual, dado que la mayoria
de las veces las muestras provienen de tomas realizadas en malas condiciones. En el caso de
abortos, los fetos suelen encontrarse con diferentes grados de descomposicion, por lo que es
dificil lograr aislamientos en pureza sin una correcta toma de muestra y un rdpido y adecuado
procesamiento en el laboratorio. La utilizacién de medios enriquecidos y selectivos
suplementados con antibidticos (polimixina, bacitracina, cicloheximida, vancomicina, etc.) son
una prdactica comun para la obtencién de Brucella spp. en pureza e inhibir el crecimiento

rapido de contaminantes (OIE, 2016).
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Brucella spp. se clasifica como un organismo que debe ser manipulado dentro de laboratorios
de bioseguridad tipo 3, siendo un requerimiento obligatorio el correcto equipamiento vy el
entrenamiento del personal (Samy col., 2012; Olsen y Palmer, 2014). Las muestras de eleccidn
provenientes de ganado son las membranas fetales, especificamente cotiledones donde el
microorganismo tiende a presentarse en altas concentraciones. También son de eleccidon
organos fetales como pulmones, linfonédulos bronquiales, bazo, higado y de preferencia
contenido abomasal. En los animales adultos en pie, las muestras de leche, secreciones
vaginales y semen permiten una mayor probabilidad de éxito al momento de lograr
aislamientos (Alton y col., 1988). En el caso de tener acceso de muestras provenientes de
necropsias o frigorificos, los linfonéddulos supramamarios, iliacos, cervicales y mesentéricos,
junto con bazo e higado son los de preferencia. Las muestras deben arribar al laboratorio en
el menor tiempo posible. En caso de demoras, deben ser mantenidas por congelamientos. En
aquellas situaciones donde se estime bajo numero de bacterias viables, es recomendado el
uso de medios de enriquecimiento con el agregado de antibidticos para generar un medio

selectivo (De Miguel y col., 2011).

1.9.3. Diagnostico molecular de Brucella spp.

Los métodos bacteriolégicos convencionales utilizados para el diagndstico de brucelosis
tienen grandes desventajas, principalmente aquellos destinados a la deteccién del agente
etioldgico. Los problemas radican al momento de evaluar la sensibilidad y los riesgos para la
salud. La implementacion de técnicas diagndsticas moleculares plantea una alternativa viable
para lograr obtener valiosa informacién acerca Brucella spp. (Ciftci y col., 2017).

Los factores necesarios para poder implementar las técnicas y lograr una correcta

optimizacion de los métodos incluyen los protocolos para la extraccion de ADN, el tipo y
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conservacion de las muestras y particularidades propias de las técnicas con respecto a su
limite de deteccién (Geresu y Kassa, 2016).

La deteccidn molecular de Brucella spp. puede realizarse directamente de tejidos de animales
infectados sin la necesidad del aislamiento previo del microorganismo, pudiéndose utilizar
también como un complemento a la tipificaciéon fenotipica convencionales. Las técnicas
basadas en la amplificacion de secuencias especificas mediante PCR logran caracterizar al
género, a la especie e inclusive llegan a tener definicién suficiente como para identificar
biovares de Brucella spp. (OIE, 2016). La mayoria de los métodos diagndsticos moleculares
tienen una sensibilidad que oscila entre un 50% y un 100% y una especificidad entre el 60% y

el 98% (Yu y Nielsen, 2010).
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1.10. Objetivos

1.10.1 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue el andlisis de la variabilidad genética de Brucella
melitensis en los departamentos de Libertador General San Martin, Ayacucho y Belgrano

pertenecientes a la Provincia de San Luis.

1.10.2. Objetivos particulares

e Analizar la prevalencia actual a partir de los resultados seroldgicos confirmatorios de
fijacion de complemento y evaluar el desempefio de las técnicas seroldgicas

implementadas en los programas de saneamiento de brucelosis caprina.

e Aislar Brucella spp. a partir de muestras procesadas de abortos, necropsias, leche y

tipificarlos mediante los métodos fenotipicos tradicionales y genotipicos (PCR).

e Evaluar diferentes métodos de extraccion de ADN a partir de muestras de tejidos de

caprinos infectados para su posterior deteccion mediante PCR.

e Subtipificar los aislamientos mediante Multiple Locus Variable Number Tamdem
Repeat Analysis (MLVA), comparar los genotipos obtenidos entre ellos y con los

presentes en la base de datos informatica MLVA Bank.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Zona de estudio, establecimientos muestreados y animales afectados al estudio

La Provincia de San Luis desarrolla la cria extensiva de ganado caprino en el noroeste. Los
principales departamentos productores son Ayacucho, Belgrano y Libertador General San

Martin (Tabla 2).

Tabla 2. Ubicacién de los departamentos estudiados

Departartamento Coordenadas
Ayacucho 32°36'00"S 66°07'00"0
Belgrano 32°39'00"S 66°27'00"0

Libertador Gral. San Martin ~ 32°34'40"S 65°40'41"0

Los establecimientos que se analizaron fueron los que previamente se hubieran adherido al
programa de control y erradicacién de brucelosis y hayan estado de acuerdo con las pautas

gue principalmente establecian:

o |dentificaciéon y muestreo de sangre de todos los animales susceptibles del
establecimiento.
e Diagndstico seroldgico de brucelosis.

e Eliminacién de los animales enfermos y reposicién con animales sanos.

Los establecimientos fueron georreferenciados mediante la utilizacién del software Google

Earth Pro®, desarrollado por Google (Google, 2019).

Se realizaron mapas de las localizaciones georreferenciadas y de los correspondientes

genotipos utilizando el programa QGIS, versién 3.4.4 Madeira (QGIS, 2018).
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El muestreo inicial para serologia estuvo a cargo del Ministerio del Campo de la Provincia de
San Luis (MdCdIPdSL), quienes identificaron todos los animales de los establecimientos
mediante caravanas y tomaron las muestras de sangre. Luego de su actividad remitieron al
Laboratorio de Brucelosis del Instituto de Patobiologia los sueros que arrojaron resultados

sospechosos o positivos a SAT/2ME para la ejecucidn de pruebas confirmatorias.

Un total de 3026 muestras de suero fueron analizadas. En su gran mayoria fueron muestras
de suero caprinos (2472/3026, 81.7%) y en un menor numero de cerdos (352/3026, 11.6%),
bovinos (178/3026, 5.8%), ovinos (18/3026, 0.58%) y equinos (6/3026, 0.2%), las cuales se
tomaron a medida que fue a avanzando el plan de control y erradicacidon del MdCdIPdSL, por
lo que no siguié un disefio de toma de muestras determinado. Inicialmente se planteé el
objetivo de analizar la prevalencia actual de la enfermedad, pero ante la imposibilidad de

llevar adelante un muestreo adecuado, su cumplimiento fue imposible de alcanzar.

La identificacién serolégica comenzd en el departamento Ayacucho, en las localidades
georreferenciadas que presentaran produccion de caprinos. El nimero los sueros remitidos
por el MdCdIPdSL por departamento provincial fue 1123 del departamento Ayacucho, 714 de

Belgrano y 635 del departamento San Martin.

2.2. Pruebas de diagndstico seroldégico

Los sueros utilizados para caracterizar los animales para este estudio fueron clasificados como
positivos o negativos seglin la combinacién de FPA y FC. El criterio utilizado fue considerar un

suero positivo si FC y/o FPA daban positivo. Se informd suero negativo en los casos en que FC
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o FPA dieran negativas. Las pruebas utilizadas para confirmar fueron realizadas en serie,

ejecutando inicialmente FCy en las situaciones en donde se requiera, FPA.

2.2.1. Analisis estadistico de las pruebas seroldgicas

Para evaluar las pruebas de BPA y SAT/2Me en caprinos se analizaron un total de 3.472 sueros
(2.260 positivos y 1.212 negativos). Las pruebas de SAT/2ME fueron realizadas en paralelo por
el laboratorio de red del MdCdIPdSL y los resultados fueron expresados en conjunto como una
prueba Unica segun el siguiente criterio: suero positivo= SAT>1/50 y/o 2ME 21/25 y suero
negativo= SAT<1/50 y 2ME < 1/25. Se descartaron para este andlisis aquellos sueros que
tuvieran marcada hemdlisis, fléculos, contaminacién visible o estuvieran en muy escasa
cantidad. Tampoco se incluyeron los sueros con informacién incompleta o incorrecta. Los
sueros negativos fueron remitidos especificamente para el presente analisis por el

MdCdIPdSL.

Los resultados de las pruebas realizadas en INTA y en el MdCdIPdSL se cargaron en una tabla
de contingencia 2x2 para cada una de ellas (BPA y SAT/2Me) (Analytical, 2019). La sensibilidad
(Se) y especificidad (Sp) se determind en forma relativa a la combinacion de FPA/FC. Para
calcular estos parametros se realizd una clasificacidon cruzada de pruebas como se muestra en

la tabla 3 (Analytical, 2019).

Tabla 3. Modelo de clasificacién cruzada de pruebas

Infectado Sano
Prueba X (VP) (VN) Total
Positiva a b a+b
Negativa c d c+d

Total a+c b+d a+b+c+d
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Para obtener la sensibilidad y especificidad de las pruebas combinadas en serie se realizé una
prueba en primer lugar (tamiz), y luego otra prueba (confirmatoria) sélo si el individuo resulté
positivo a la primera. Al final, se considerd positivo al animal que tuvo resultados positivos en
todas las pruebas y negativos a todos los demds. Mediante este método se reducen los falsos

positivos y aumenta la especificidad (Tarabla, 2000).

Para calcular los valores de sensibilidad y especificidad en serie (BPA + SAT/2Me) se realizo el

siguiente célculo:

Se (e) =Se (a) x Se (b)

Sp (e)=1-(1-Sp(a) * (1-Sp(b)))

Donde: Se (e) es la sensibilidad de las pruebas combinadas, Se (a) es la sensibilidad de la
prueba a (tamiz), Se (b) es la sensibilidad de la prueba b (complementaria), Sp (e) es la
especificidad de las pruebas combinadas, Sp (a) es la especificidad de la prueba a tamiz y Sp

(b) es la especificidad de la prueba b (complementaria).

2.2.2. Prueba de antigeno tamponado en placa

Es una prueba tamiz de aglutinacidn en placa. Se fundamenta en la inhibicion de las aglutininas
inespecificas a bajo pH. Detecta anticuerpos IgG y algunos IgM especificos.

Las reacciones se clasifican en:

Positiva: Formacién de grumos, aun siendo finos (no confundir con artefactos producidos por
impurezas, hemdlisis, etc.) (Figura 1A).

Negativa: La mezcla suero-antigeno es de turbidez homogénea y sin grumos (Figura 1B).
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Figura 1. Lectura de BPA positiva (A) y negativa (B)

2.2.3. Ensayo de polarizacion fluorescente

El ensayo de FPA para la deteccién de anticuerpos contra Brucella spp. tiene la capacidad de
ser una prueba multiespecie, que permite el diagndstico presuntivo en bovinos, porcinos,

caprinos, ovinos y especies silvestres.

El fundamento de este método se basa en la rotacidon de un pequeiio antigeno de SLPS de
Brucella, marcado con isotiocianato de fluoresceina (FICT), el cual es excitado por una luz
polarizada a una determinada longitud de onda (Nielsen y Gall, 2001). La tasa de rotacién de
la molécula antigénica es reducida cuando su tamafio aumenta mediante su unién con

anticuerpos provenientes de las muestras serolégicamente positivas.

Los reactivos son agregados secuencialmente en solucién y el tiempo total de la prueba no

excede los 5 minutos para sueros frescos.

Los resultados son expresados en unidades de mili polarizacién (mP) y se consideran positivos

caprinos con valores mayores a 85mp.

Si los controles estdn fuera de los limites especificados, la prueba sera rechazada y los

controles y las muestras deberdan ser repetidas.
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2.2.4. Fijacion del complemento

La fijacién del complemento es la prueba de referencia internacional para el diagndstico
serolégico de la brucelosis bovina, ovina y caprina. La prueba permite la deteccién vy
cuantificacién relativa de los anticuerpos especificos hacia Brucella “capaces de fijar” el
complemento (IgG1 y parcialmente IgM especificas), cuya presencia en determinados niveles

posee una gran correlacion con el estado de “"animal infectado” (SENASA, 2019).

La FC es una prueba confirmatoria ampliamente usada y aceptada, pese a la complejidad de
su realizacion y a la necesidad de buenas instalaciones y personal entrenado para el

mantenimiento de los reactivos adecuadamente.

La micro técnica, se realiza en placas de polipropileno de 96 pocillos, fondo en U con capacidad

para 250 pl. La prueba se realiza a un volumen final de 100 pl.

El grado de fijacién del complemento se observa en la presencia o ausencia de hemolisis del
sistema revelador hemolitico. Se expresa en forma de UIFC (unidades internacionales fijadoras
del complemento) referido a la dilucién de la muestra de suero (1/4, 1/8, etc.) seguido de 1,
2,3 04 cruces segun el grado de hemolisis en dicha dilucion. El titulo menor que se determina
es 1/4 + (que corresponde a 16 UIFC) y el rango de trabajo esta comprendido entre 1/4 +y
1/256 ++++ (16 a 1323 UIFC). Se considera resultado positivo en caprinos cualquier valor >20
UIFC (1/4 ++) (Tabla 4).

Reaccidn positiva:

e Se observa sedimentacién en grado variable de los eritrocitos en el fondo del pocillo
e El sobrenadante puede tener un tinte rojizo en funcién de la presencia de hemdlisis

e El grado de hemdlisis debe cuantificarse y consignarse mediante un sistema de cruces
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a. +: sobrenadante rojizo en un 75% de intensidad; en el fondo un depdsito muy tenue

de eritrocitos: equivalente a un 75% de hemélisis.

b. ++: sobrenadante rojizo en un 50% de intensidad; en el fondo un depdsito tenue de

eritrocitos: equivalente a un 50% de hemdlisis.

c. +++: sobrenadante rojizo en un 25% de intensidad; en el fondo un depdsito claro de

eritrocitos: equivalente a un 25% de hemodlisis.

d. ++++: fijacion completa. Sobrenadante translucido, en el fondo de la placa un botén

de depdsito de eritrocitos: equivalente a un 0% de hemodlisis.

Reaccidn negativa:

e Se observa 100% de hemdlisis con ausencia de depdsito de eritrocitos.

Determinacion del titulo del suero
El titulo se establece a partir de la dilucion mas alta del suero que siga dando un grado de
sedimentacién de los eritrocitos y el grado de fijacién sera determinado mediante el sistema

de cruces descripto (Figura 2).

1/2  1/4 11 1/16 1/32

Figura 2. Reacciones positivas y negativas a fijacion de complemento
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Tabla 4. Tabla de equivalencias para la conversion en UIFC utilizando el grado de hemélisis en

funcidon de la dilucién

Dilucién Grado de ;e
Hemolisis
+ 13
++ 16
1:4
+++ 17
++++ 20
+ 27
++ 31
1.8
+++ 36
++++ 41
+ 53
++ 63
1:16
+++ 72
++++ 83
+ 106
++ 125
1:32
+++ 144
++++ 165
+ 213
++ 2
1:64 >0
+++ 288
++++ 331
+ 425
++
1:128 >00
+++ 662
++++ 760
+ 850
++ 1000
1:256
+++ 1150
++++ 1323

2.3. Bacteriologia

El aislamiento bacteriolégico es lento, y laborioso, pero es la técnica “gold standard” necesaria
para confirmar la enfermedad y determinar las caracteristicas de B. melitensis. Obtener
aislamientos permite llegar a un mayor nivel de caracterizacién y definicién de la enfermedad.

Es un método de baja sensibilidad, por lo que debe optimizarse el tipo y nimero de muestras,
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la forma de conservacion, la cantidad sembrada y los medios de cultivo utilizados

(enriquecimiento, selectivos).

2.3.1. Muestras de tejidos

Las muestras se obtuvieron de 31 establecimientos, abarcando 13 localidades de los partidos

Ayacucho, Belgrano, General San Martin, Juan Martin de Pueyrredén (Figura 3), mediante la

realizacion de necropsias segun técnica convencional de caprinos serolégicamente positivos

realizadas a campo (Robles y Uzal, 1991).

2 TRV IOTTMOOD® >

30 0 30 60 90

Cabeza de Novillo - General San Martin
Alto Pencoso - Juan Martin de Pueyrredon
Bajada Grande - Belgrano

Chimborazo- Belgrano

El Balde- Belgrano

El Ramblon - Belgrano

La Calera - Belgrano

Villa de la Quebrada - Belgrano

Bella Vista -Ayacucho

El Baldecito - Ayacucho

La Botija- Ayacucho

La Pampa Grande -Ayacucho

La Represita- Ayacucho

™ Norte de la provincia de San Luis

-z

w | - E

120 km s

Figura 3: Mapa de la ubicacidon de las localidades sobre las cuales se realizaron muestreos para

la obtencion de tejidos.
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Se tomaron muestras de bazo, higado, linfondédulos mamarios, linfonédulos inguinales
superficiales, testiculo, epididimo, leche, semen, glandula mamaria, liquido sinovial,
contenido abomasal de fetos abortados. Las muestras fueron recogidas con material estéril, y
acondicionadas en tubos tipo Falcon de 50 ml. Se conservaron en hielo hasta el destino final

(Laboratorio de Brucelosis, Instituto de Patobiologia, INTA Castelar).

2.3.2. Obtencidn de aislamiento de Brucella spp.

Se utilizaron diferentes estrategias con el fin de aumentar las posibilidades de obtener

aislamientos en pureza:

e Siembra en Caldo Brucella para su enriquecimiento y repiques diarios en medio
selectivo (Brucella Selective Supplement 00083A, OXOID ®)

e Impronta de tejido en medio sdlido (selectivo/basal)

e Enriquecimiento en medio selectivo (con el agregado de antibidticos) y repiques
diarios en medio soélido

e Siembra directa en medio selectivo sélido (Agar Triptosa, DIFCO ®)

e Siembra en Agar Sangre

Las siembras fueron incubadas a 37 °C durante 2 semanas, por duplicado, con vy sin una
atmosfera al 5% de CO,. Todas las siembras se observaron cada 24 hs. A partir de los caldos
sembrados se realizaron repiques diarios en placas de Agar Brucella adicionadas con
antibidticos. Finalmente, de aquellas muestras que resultaron negativas se procedio a realizar
un procesamiento en conjunto de los tejidos del mismo animal (pool), procesdandolos en un
mortero ceramico estéril y sembrando el material utilizando las diferentes estrategias antes

mencionadas.
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Las colonias compatibles con Brucella spp. segin sus caracteristicas morfoldgicas fueron
observadas realizando tincién de Gram segln la técnica habitual (Alton y col., 1988). Los
aislamientos a confirmar se repicaron en Agar Triptosa y se practicaron las siguientes pruebas

bioquimicas:

e Prueba de la catalasa

e Prueba de la oxidasa

e Produccion de acido sulfhidrico

e Prueba de la ureasa (método de Bauer)

e Crecimiento en medios de inclusion con colorantes (fucsina y tionina)
e Aglutinacion con solucidn de acriflavina

e Aglutinacidn con sueros monoespecificos Ay M

Los aislamientos que presentaron las caracteristicas compatibles con B. melitensis fueron
sembrados en caldo Brucella con el agregado final de 30% de glicerol estéril y conservados a -

70°C.

2.4. Tipificacion molecular de B. melitensis

2.4.1. Métodos de extraccidn y purificacion de ADN

Se utilizaron 3 métodos de extracciéon de ADN para evaluar el desempefio de cada uno: el
método cldsico basado en fenol, cloroformo y alcohol isoamilico; un método con una resina

guelante y proteinasa K y finalmente un kit comercial fabricado por QIAGEN®.



Método de extraccion con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico

Soluciones de trabajo

Buffer de lisis

20 mM Tris-Hcl

5 mM EDTA (pH 8)
400 mM NaCl

1% SDS

Proteinasa k 400 pg/ml

Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1, v/v) (Invitrogen ©)

Buffer TE

1 M Tris-Hcl (pH 8)

0.5 M EDTA (pH 8)

Procedimientos

Colocar 20 a 50 mg de tejido en un microtubo de 1.5 ml

Agregar 750 ul de buffer de lisis

Incubar por 8-12 hs a 55 °C con agitacion

Agregar igual volumen de una solucién e incubar 30 min a temperatura ambiente
Centrifugar a 720 g durante 5’

Transferir la fase acuosa a tubo nuevo

Precipitar ADN con 750 ul de Isopropanol

Centrifugar a 13.600 g durante 15°

Remover el Isopropanol y resuspender en etanol 70%

Centrifugar a 13.600 g durante 15°
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e Remover el Etanol 70% y dejar secar 15°

e Disolver el pellet en buffer TE

Método de extraccion con Chelex ® y proteinasa k

Soluciones de trabajo

e Chelex®10%

e Solucidn de proteinasa k 20 mg/ml

Procedimientos

e Colocar 20-50 mg de tejido homogeneizado en un microtubo de 1. 5ml
e Agregar 500 ul de Chelex al 10 % y 10 pl de solucién de proteinasa k

e Incubara 55 °Cdurante 8 hs

e Llevar a ebullicion los microtubos durante 15°

e Colocar 2.5 volumenes de etanol 100%

e Centrifugar a 13.600 g durante 15’

e Remover el etanol 100% y resuspender en etanol 70%

e Centrifugar a 13.600 g durante 15’

e Eliminar sobrenadante y dejar secar 15’

e Disolver el pellet en buffer TE

52
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Método utilizando el kit comercial de extraccion QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN®)

El procedimiento se realizé segun indicaciones del fabricante (QIAGEN, 2016).

Se analizo la capacidad de deteccién del ensayo de PCR en base a los métodos propuestos de
extraccién de ADN a partir de tejidos de animales sanos inoculados artificialmente con la cepa

de referencia B. melitensis 16 M.

2.4.2. Tipificacion molecular de Brucella melitensis

El ensayo de PCR original se encuentra disefado como una PCR tipo multiple para la
identificacion de las diferentes especies de Brucella. Para el desarrollo del presente trabajo
sélo se selecciond el juego de cebadores destinados a la tipificacion de B. melitensis (Tabla 5).
El ensayo utiliza el cebador reverso, que identifica IS711 caracteristico del genero Brucella 'y
un cebador directo que proporciona identidad de especie, generando un amplicén de 732 bp

en el caso de ser Brucella melitensis (Bricker y Halling, 1995).

Tabla 5. Cebadores utilizados para la tipificacion de B. melitensis

Nombre Blanco Secuencia (5°-3") Programa amplificacién
BMEL-F 1S711 AAATCGCGTCCTTGCTGGTCTGA 95° C, 5 min (1 ciclo); 94°C 75", 55.5°C
IS711-R TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT 120", 72°C 12" (35 ciclos)

Comparacion de los diferentes métodos de extraccion de ADN

Se utilizé un test de proporciones para evaluar el desempeiio del ensayo de PCR con respecto
a los diferentes métodos de extraccion. Se aplicaron los diferentes métodos de purificaciéon
de ADN sobre los tejidos en los que previamente se obtuvo aislamientos de B. melitensis. Se

utilizé inicialmente para evaluar el limite de deteccién del ensayo un pool de tejidos
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provenientes de animales sanos (linfonddulos y bazo) sobre los cuales se inocularon diferentes

concentraciones de B. melitensis 16M (1 UFC/mg de tejido a 5000 UFC/mg de tejido).

2.4.3. Subtipificacion molecular mediante MLVA 16

Los 16 marcadores necesarios para la subtipificacién fueron divididos en 3 paneles (1, 2Ay 2
B) (Tabla 6) y se utilizé el protocolo con los pares de cebadores descriptos por Le Fleche y
colaboradores y modificado por Al Dahouk y colaboradores para su amplificacién (Tabla 7) (Le

Fleche y col., 2006; Al Dahouk y col., 2007; 12BC, 2018).

Tabla 6. Marcadores analizados en cada uno de los paneles de MLVA16

Panell Panel 2A Panel 2B
bruce06 brucel8 bruce04
bruce08 brucel9 bruce07
brucell bruce2l bruce09

brucel? brucel6
bruce4? bruce30
bruce43
bruce45
bruce55

Condiciones de reaccion para la amplificacion de los locus

e Desnaturalizacion inicial a 94° C durante 3’

e 30 ciclos de 94° C por 30”, 60° C por 30” y 72°C por 50 “

Como control positivo se utilizé la cepa B. melitensis 16M, cuyos amplicones son conocidos.
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Tabla 7. Cebadores utilizados para la amplificacidon de cada uno de los marcadores

Nombre Secuencia (5°- 3")
BruceO6F ATGGGATGTGGTAGGGTAATCG
BruceO6R GCGTGACAATCGACTTTTTGTC
BruceO8F ATTATTCGCAGGCTCGTGATTC
BruceO8R ACAGAAGGTTTTCCAGCTCGTC
BrucellF CTGTTGATCTGACCTTGCAACC
BrucellR CCAGACAACAACCTACGTCCTG
Brucel2F CGGTAAATCAATTGTCCCATGA
Brucel2R GCCCAAGTTCAACAGGAGTTTC
Bruce42F CATCGCCTCAACTATACCGTCA
Bruce42R ACCGCAAAATTTACGCATCG
Bruce43F TCTCAAGCCCGATATGGAGAAT
Bruce43R TATTTTCCGCCTGCCCATAAAC
Bruced45F ATCCTTGCCTCTCCCTACCAG
Bruce4d5R CGGGTAAATATCAATGGCTTGG
Bruce55f TCAGGCTGTTTCGTCATGTCTT
Bruce55R AATCTGGCGTTCGAGTTGTTCT
Brucel8F TATGTTAGGGCAATAGGGCAGT
Brucel8R GATGGTTGAGAGCATTGTGAAG
Brucel9F GACGACCCGGACCATGTCT
Brucel9R ACTTCACCGTAACGTCGTGGAT
Bruce2lF CTCATGCGCAACCAAAACA
Bruce2lR GATCTCGTGGTCGATAATCTCATT
BruceO4F CTGACGAAGGGAAGGCAATAAG
BruceO4R CGATCTGGAGATTATCGGGAAG
BruceO7F GCTGACGGGGAAGAACATCTAT
BruceO7R ACCCTTTTTCAGTCAAGGCAAA
BruceO9F GCGGATTCGTTCTTCAGTTATC
BruceO9R GGGAGTATGTTTTGGTTGTACATAG
Brucel6F ACGGGAGTTTTTGTTGCTCAAT
Brucel6R GGCCATGTTTCCGTTGATTTAT
Bruce30F TGACCGCAAAACCATATCCTTC
Bruce30OR TATGTGCAGAGCTTCATGTTCG

Los amplicones fueron visualizados mediante la siembra y corrida en condiciones estandar en
gel de agarosa al 2% para los loci del panel 1y al 3% para los loci del panel 2A y 2B. Los geles
fueron tefidos con una solucién de bromuro de etidio, visualizados mediante luz UV y

fotografiados para su posterior analisis.
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La estimacion del tamano de las bandas se realizd teniendo como patron 2 marcadores de
peso molecular (100bp y 25 bp). Se calculdé el tamafio de los amplicones utilizando la

herramienta informatica gel analysis (UVlpro®) (UVITEC, 2010).

Se utilizé la tabla de conversidn para estimar el nUmero de repeticiones en funcién del tamafio

de bandas propuesto por Le Fléche (Le Fleche y col., 2006).

2.4.4. Andlisis del poder discriminatorio y de la relacidn genética

IDGH es un estimador ampliamente utilizado para informar acerca de la diversidad y
variabilidad de diferentes marcadores moleculares de bacterias patégenas, encontrada por
diferentes métodos de subtipificacion (Hunter y Gaston, 1988). Hunter y Gaston propusieron
la utilizacion del indice de diversidad de Simpson para medir la habilidad discriminatoria de
los diferentes métodos. IDHG indica la probabilidad de que dos genotipos pertenezcan a

grupos diferentes. El cdlculo se realizd siguiendo la siguiente férmula:

1 5
D=1-—— 2 x(x; — 1)

NN -1 [

Siendo D el poder discriminatorio, N el nimero de cepas no relacionadas evaluadas, S el
numero de cepas distintas y xj el nUmero de cepas que pertenecen al genotipo j, asumiendo
gue las cepas se pueden clasificar en categorias mutuamente excluyentes.

El IDHG global de todo el método se estimd considerando cepas sin relacidon epidemioldgica a
través de un programa de la Universidad del Pais Vasco, disponible publicamente (UBC, 2019).
Con la herramienta libre V-DICE del sitio web de HPA (HPA, 2019) se determind el poder de

discriminacidon de cada uno de los marcadores. El andlisis de la relacién genética entre los
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aislamientos se realizé mediante el algoritmo goeBURST (Francisco y col., 2009). Este
algoritmo construye complejos clonales compuestos por aquellos genotipos relacionados
entre si y que sélo varian en 1 a 3 marcadores del total de 16 estudiados.

Los graficos de relacion genética fueron realizados mediante la utilizacion del software de

acceso libre Phyloviz 2.0 (PHYLOViZ, 2016).

Se construyeron dendrogramas basados en el método UPGMA (método de agrupamiento de
pares no ponderados con la media aritmética) (Rizzo y Rouchka, 2007). UPGMA utiliza un
enfoque directo para construir un arbol filogenético a partir de una matriz de distancia que
asume implicitamente una tasa de sustitucidon constante, a lo largo del tiempo vy linajes

filogenéticos (conocida como la hipétesis del reloj molecular).

2.4.5. Comparacion de los genotipos descriptos con bases de datos cooperativas

La base de datos con mayor informacion es MLVA Bank, que se encuentra curada por Institut
de Biologie Intégrative de la Cellule, que pertenece a la universidad de Paris-Saclay (I12BC,

2018).

Los datos que se comparan son las repeticiones de cada locus en orden, con las presentes en
la base de datos y permite asignar los genotipos a los distintos grupos conformados en forma

estable, permitiendo estimar posibles origenes.
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3. RESULTADOS

3.1. Identificacion seroldgica de animales infectados

Inicialmente se planted el objetivo de analizar la prevalencia actual de la enfermedad, pero
ante la imposibilidad de llevar adelante un muestreo adecuado, su cumplimiento fue
imposible de alcanzar. Las muestras fueron tomadas por conveniencia de acuerdo al acceso

gue se tuviera a las mismas.

El primer analisis seroldgico lo realizo el laboratorio de red del MdCdIPdSL mediante pruebas
de BPA y SAT/2ME. Una vez obtenidos los resultados, las muestras positivas y sospechosas
fueron remitidas al laboratorio de brucelosis de INTA Castelar para la realizacidon de las

pruebas confirmatorias.

Del andlisis de un total de 2472 sueros caprinos positivos a pruebas de aglutinacién se
identificd 2428 sueros positivos. Las pruebas confirmatorias aplicadas sobre los sueros de los
diferentes departamentos mostraron que 1102 animales fueron positivos en el departamento

Ayacucho, 698 en el Belgrano y 628 en San Martin.

El resultado del resto de las especies animales de las cuales se procesaron muestras fue

negativo.

3.1.1. Andlisis comparativo de las pruebas serologicas

En la tabla 8 se presentan los valores de sensibilidad y especificidad para cada una de las
pruebas seroldgicas individuales que se realizaron. También se muestra el valor de
sensibilidad y especificidad de las pruebas utilizadas en serie, siempre tomando como

referencia las pruebas de FPAy FC.


http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982015000200004#tab3
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Tabla 8. Sensibilidad y especificidad de las pruebas combinadas en serie

Prueba Sensibilidad Especificidad

BPA 0.994 0.827
SAT/2ME 0.987 0.924
BPA+SAT/2ME 0.822 0.986

3.2. Aislamientos obtenidos de Brucella melitensis

Se procesaron muestras (bazo, linfonddulos, higado, testiculo, epididimo, semen, leche,
liquido sinovial y contenido abomasal de abortos) de un total de 104 animales, de los cuales
98 fueron caprinos y 6 fueron ovinos. Se obtuvieron 32 aislamientos de Brucella melitensis

biovar 1, los cuales fueron identificados mediante métodos bacterioldgicos clasicos (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de la tipificacidn de los aislamientos obtenidos en el presente estudio

Resultados tipificacion bacterioldgica clasica de Brucella

melitensis
Cocobacilo
Morfologia y tincion de Gram Gram (-)
Prueba de catalasa Positivo
Prueba de oxidasa Positivo
Requerimiento de Co; Negativo
Prueba de ureasa Positivo
Produccidon de SH» Negativo
Crecimiento en tionina Positivo
Crecimiento en fucsina Positivo
Suero monoespecifico "A" Negativo
Suero monoespecifico "M" Positivo
Suero monoespecifico "R" Negativo

Lisis por fago Tb Negativo
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De los aislamientos obtenidos, el 60% (19/32) fueron recuperados de muestras de
linfonddulos (generalmente supramamarios), el 34% (11/32) provinieron de muestras de
bazo, y los 2 aislamientos bacterianos restantes fueron obtenidos a partir del procesamiento
de un pool de muestras provenientes de un mismo animal. No se obtuvieron aislamientos en
forma simultdanea en mas de un érgano del mismo animal (Tabla 10) ni del resto de los tejidos

procesados que no fueron mencionados.

Las estrategias destinadas a mejorar la sensibilidad del aislamiento bacteriano tuvieron
diferente desempenfo. La utilizacion de medios selectivos permitié obtener el 94 % de los
aislamientos, ya sea utilizando antibidticos en el caldo durante el enriquecimiento o
directamente agregando en el medio sélido. La siembra en Agar Sangre favorecio el desarrollo
de 2 aislamientos (2/32), mientras que el crecimiento con las otras estrategias en los mismos

tejidos fue negativo.

No se recuperaron aislamientos de los tejidos provenientes de ovinos, pero si se logré
confirmar la presencia del agente por técnicas moleculares, como se mostrara en las proximas

secciones.
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Tabla 10. Georreferencia y drgano de procedencia de los 32 aislamientos de B. melitensis

obtenidos de los departamentos del noroeste de San Luis

ID Identificacion Localidad Departamento Latitud Longitud Organo
5 B. melitensis bv1 El Balde Belgrano 32°29'18.55"S 66°40'26.17"0 LNN
16  B. melitensis bvl La Botija Ayacucho 32°13'31.65"S 66°34'40.15"0 Bazo
17  B. melitensis bvl Alto Pencoso Pueyrredon 33°27'56.06"S 67°0'31.29"0 LNN
23 B. melitensis bv1 La Botija Ayacucho 32°14'54.41"S 66°34'47.68"0 LNN
24 B. melitensis bvl La Botija Ayacucho 32°14'54.41"S 66°34'47.68"0 LNN
29  B. melitensis bvl El Baldecito Ayacucho 32°15'29.98"S 66°12'38.06"0 LNN
30 B. melitensis bvl Chimborazo Belgrano 32°29'5.79"S 66°40'42.46"0 LNN
34  B. melitensis bvl La Pampa Grande Ayacucho 32°19'12.49"S 66°34'38.00"0 Bazo
35  B. melitensis bvl La Pampa Grande Ayacucho 32°19'12.49"S 66°34'38.00"0 LNN
36  B. melitensis bvl La Pampa Grande Ayacucho 32°19'12.49"S 66°34'38.00"0 Bazo
40  B. melitensis bvl Cabeza de Novillo San Martin 32°22'59.42"S 65°23'58.20"0 Bazo
41  B. melitensis bv1l El Ramblon Belgrano 33°0'34.54"S 66°58'18.59"0 Bazo
46  B. melitensis bv1 La Botija Ayacucho 32°14'11.45"S 66°34'45.75"0 LNN
48  B. melitensis bvl Alto Pencoso Pueyrredon 33°27'56.06"S 67°0'31.29"0 LNN
50  B. melitensis bvl Alto Pencoso Pueyrredon 33°27'56.06"S 67°0'31.29"0 LNN
52  B. melitensis bvl La Botija Ayacucho 32°13'15.58"S 66°34'22.63"0 LNN
53  B. melitensis bvl La Botija Ayacucho 32°13'15.58"S 66°34'22.63"0 LNN
54  B. melitensis bvl La Botija Ayacucho 32°13'15.58"S 66°34'22.63"0 LNN
55  B. melitensis bvl La Botija Ayacucho 32°13'15.58"S 66°34'22.63"0 Bazo
56  B. melitensis bvl La Botija Ayacucho 32°13'15.58"S 66°34'22.63"0 LNN
57  B. melitensis bvl La Botija Ayacucho 32°13'15.58"S 66°34'22.63"0 Bazo
58  B. melitensis bvl La Botija Ayacucho 32°13'15.58"S 66°34'22.63"0 Bazo
63  B. melitensis bvl Bajada Grande Belgrano 32°46'33.03"S 67°4'31.27"0 LNN
64  B. melitensis bvl Chimborazo Belgrano 32°28'35.06"S 66°41'25.25"0 LNN
66  B. melitensis bv1 Chimborazo Belgrano 32°28'35.06"S 66°41'25.25"0 LNN
69  B. melitensis bvl El Baldecito Ayacucho 32°14'19.32"S 66°14'9.83"0 Bazo
71  B. melitensis bvl Villade la Quebrada Belgrano 33°124.97"S 66°19'9.77"0 LNN
73  B. melitensis bvl Bajada Grande Belgrano 32°46'33.03"S 67° 4'31.27"0 LNN
75  B. melitensis bvl El Ramblon Belgrano 33°0'34.54"S 66°58'18.59"0 Pool
78  B. melitensis bvl El Baldecito Ayacucho 32°15'29.98"S 66°12'38.06"0 Pool
82  B. melitensis bvl El Baldecito Ayacucho 32°15'29.98"S 66°12'38.06"0 Bazo
83  B. melitensis bvl La Botija Ayacucho 32°14'11.45"S 66°34'45.75"0 Bazo
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3.3. Eleccidn y estandarizacion del método de extraccidon de ADN de tejidos y desempeiio
de PCR

La utilizacién de fenol-cloroformo-isoamilico y proteinasa k + Chelex® permitieron la deteccién
entre 700 y 1000 UFC/mg de tejido, mientras que la utilizacidn del kit comercial QlAamp DNA

Mini Kit (QIAGEN)®permitié detectar la presencia entre 5y 50 UFC/mg de tejido.

Posteriormente, la extraccién de ADN total de los 32 tejidos de animales serolégicamente
positivos sobre los cuales previamente se logré aislamiento de B. melitensis permitié observar
las capacidades y las limitantes de cada uno de los métodos empleados (Tabla 11). El test de
proporciones aplicado sobre los diferentes métodos no permitié distinguir una mayor
capacidad de deteccién por parte de alguno de los métodos en particular. En los graficos se
observa una tendencia de deteccidén mayor por parte de la utilizacién de kit comercial. Es decir,
de un total de 32 muestras positivas por aislamientos, el kit comercial permitié detectar la
presencia de B. melitensis en el 97% (31/32), mientras que los otros 2 métodos no superaron

el 85% (27/32) (Figura 4).
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Tabla 11. Capacidad de deteccion de la PCR a partir de diferentes métodos de extraccién de ADN

D ) Fenol- QIAam.p.
muestra Tejido c!orofor.mo— Pk+Chellex DNA.Mlm
isoamilico Kit
1 Lnn + + +
2 Lnn + + +
3 Lnn + + +
4 Lnn + + +
5 Lnn - - +
6 Lnn + + +
7 Pool - + +
8 Lnn + + +
9 Bazo + + +
10 Lnn + + +
11 Lnn + + +
12 Lnn + + +
13 Bazo + + +
14 Bazo + + +
15 Lnhn - - +
16 Lnn - + +
17 Bazo - + +
18 Bazo + + +
19 Pool - - -
20 Bazo + + +
21 Bazo + + +
22 Lnn + - +
23 Bazo + + +
24 Bazo + + +
25 Lnn + + +
26 Lnhn + - +
27 Lnn + + +
28 Bazo - + +
29 Lnn + + +
30 Lnn + + +
31 Lnn - + +
32 Bazo + + +

TOTAL + 24 27

w
=
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Numero de detecciones por PCR de B.melitensis en tejidos
con aislamiento positivo en funcidon del método de extraccion
de ADN.

35
30
25
20
15

10

€]

F-c-i C+pk Kit ADN

Figura 4. Representacion grafica de la capacidad de deteccién de PCR en funcién del método
utilizado para la extraccién de ADN total de tejidos sobre los cuales se obtuvo previamente
aislamiento de B. melitensis. F-c-i: Fenol-cloroformo-isoamilico, C + pk: Chelex y proteinasa K,

Kit ADN: Kit Comercial

3.4. Deteccion molecular de Brucella melitensis

Se considerd animal positivo a PCR para B. melitensis al obtener una banda especifica en por
lo menos uno de los tejidos provenientes del mismo animal (Figura 5). Luego de la deteccién
molecular de B. melitensis en tejidos con aislamiento, se procedié al analisis de muestras de
ADN de tejidos de las cuales no fue posible obtener el aislamiento, con lo cual se logré poner

en evidencia la presencia del agente en 62 animales (incluyendo los 4 ovinos) (Tabla 12).
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La extraccion de ADN a partir de linfonddulos fue el tejido sobre el que se obtuvo un mayor

numero de resultados positivos a PCR (Tabla 12).

731 bp

Figura 5. Corrida electroforética tefiida con bromuro de etidio obtenida como resultado de la

amplificacién de 1S711, mostrando un producto especifico de B. melitensis de 731 bp



Tabla 12. B. melitensis detectadas en tejidos mediante PCR

ID Animal Tipificacion Localidad Departamento Latitud Longitud Tejido
6 B. melitensis Chimborazo Belgrano 32°28'35.06"S 66°41'25.25"0 Lnn
7 B. melitensis Chimborazo Belgrano 32°28'35.06"S 66°41'25.25"0 Lnn
8 B. melitensis La Represita Ayacucho 32°10'58.80"S 65°41'60.00"0 Lnn
9 B. melitensis La Cafiada Ayacucho 32°25'7.81"S 66°39'31.86"0 Lnn
10 B. melitensis Villa de la Quebrada Belgrano 33°1'24.97"S 66°19'9.77"0 Lnn
11 B. melitensis Villa de la Quebrada Belgrano 33°1'24.97"S 66°19'9.77"0 Bazo
12 B. melitensis Villa de la Quebrada Belgrano 33°1'24.97"S 66°19'9.77"0 Lnn
13 B. melitensis Villa de la Quebrada Belgrano 33°1'24.97"S 66°19'9.77"0 Lnn
14 B. melitensis Villa de la Quebrada Belgrano 33°1'24.97"S 66°19'9.77"0 Lnn
17 B. melitensis La Botija Ayacucho 32°13'15.58"S 66°34'22.63"0 Bazo
18 B. melitensis La Botija Ayacucho 32°14'35.79"S 66°33'40.22"0 Lnn
19 B. melitensis La Botija Ayacucho 32°14'35.79"S 66°33'40.22"0 Testiculo
20 B. melitensis La Botija Ayacucho 32°14'35.79"S 66°33'40.22"0 Lnn
21 B. melitensis Villa de la Quebrada Belgrano 33°1'24.97"S 66°19'9.77"0 Lnn
22 B. melitensis La Botija Ayacucho 32°14'54.41"S 66°34'47.68"0 Lnn
25 B. melitensis La Botija Ayacucho 32°14'54.41"S 66°34'47.68"0 Lnn
26 B. melitensis Bella Vista Ayacucho 32°18'34.29"S 66°34'40.12"0 Bazo
27 B. melitensis Bella Vista Ayacucho 32°18'34.29"S 66°34'40.12"0 Bazo
28 B. melitensis El Baldecito Ayacucho 32°14'19.32"S 66°14'9.83"0 Lnn
31 B. melitensis Chimborazo Belgrano 32°29'5.79"S 66°40'42.46"0 Lnn
32 B. melitensis La Pampa Grande Ayacucho 32°19'12.49"S 66°34'38.00"0 Bazo
33 B. melitensis La Pampa Grande Ayacucho 32°19'12.49"S 66°34'38.00"0 Bazo
37 B. melitensis Bajada Grande Belgrano 32°46'33.03"S 67°4'31.27"0 Lnn
38 B. melitensis Bajada Grande Belgrano 32°46'33.03"S 67°4'31.27"0 Lnn
39 B. melitensis Bajada Grande Belgrano 32°46'33.03"S 67° 4'31.27"0 Lnn
42 B. melitensis El Ramblon Belgrano 33°0'34.54"S 66°58'18.59"0 Lnn
43 B. melitensis Cabeza de Novillo San Martin 32°22'59.42"S 65°23'58.20"0 Lnn
a4 B. melitensis La Calera Belgrano 32°53'52.16"S 66°49'35.88"0 Lnn
45 B. melitensis La Calera Belgrano 32°53'52.16"S 66°49'35.88"0 Lnn
48 B. melitensis La Botija Ayacucho 32°14'11.45"S 66°34'45.75"0 Lnn
49 B. melitensis El Ramblon Belgrano 33°0'34.54"S 66°58'18.59"0 Lnn
50 B. melitensis La Botija Ayacucho 32°13'15.58"S 66°34'22.63"0 Lnn
51 B. melitensis La Botija Ayacucho 32°13'15.58"S 66°34'22.63"0 Lnn
59 B. melitensis La Botija Ayacucho 32°13'15.58"S 66°34'22.63"0 Lnn
60 B. melitensis Bajada Grande Belgrano 32°46'33.03"S 67°4'31.27"0 Lnn
61 B. melitensis Bajada Grande Belgrano 32°46'33.03"S 67°4'31.27"0 Lnn
62 B. melitensis Bajada Grande Belgrano 32°46'33.03"S 67°4'31.27"0 Lnn
65 B. melitensis Chimborazo Belgrano 32°28'35.06"S 66°41'25.25"0 Lnn
67 B. melitensis El Baldecito Ayacucho 32°14'19.32"S 66°14'9.83"0 Bazo
68 B. melitensis El Baldecito Ayacucho 32°14'19.32"S 66°14'9.83"0 Lnn
70 B. melitensis El Baldecito Ayacucho 32°14'19.32"S 66°14'9.83"0 Lnn
71 B. melitensis Cabeza de Novillo San Martin 32°22'59.42"S 65°23'58.20"0 Lnn
72 B. melitensis Cabeza de Novillo San Martin 32°22'59.42"S 65°23'58.20"0 Lnn
74 B. melitensis El Ramblon Belgrano 33°0'34.54"S 66°58'18.59"0 Lnn
76 B. melitensis El Ramblon Belgrano 33°0'34.54"S 66°58'18.59"0 Lnn
77 B. melitensis El Ramblon Belgrano 33°0'34.54"S 66°58'18.59"0 Lnn
79 B. melitensis El Baldecito Ayacucho 32°15'29.98"S 66°12'38.06"0 Lnn
80 B. melitensis El Baldecito Ayacucho 32°15'29.98"S 66°12'38.06"0 Lnn
81 B. melitensis El Baldecito Ayacucho 32°15'29.98"S 66°12'38.06"0 Lnn
83 B. melitensis Alto Pencoso Pueyrredon 33°27'56.06"S 67°0'31.29"0 Lnn
85 B. melitensis Alto Pencoso Pueyrredon 33°27'56.06"S 67°0'31.29"0 Bazo
87 B. melitensis La Calera Belgrano 32°53'52.16"S 66°49'35.88"0 Bazo
88 B. melitensis La Calera Belgrano 32°53'52.16"S 66°49'35.88"0 Bazo
89 B. melitensis El Baldecito Ayacucho 32°15'29.98"S 66°12'38.06"0 Lnn
90 B. melitensis La Botija Ayacucho 32°14'54.41"S 66°34'47.68"0 Lnn
91 B. melitensis La Botija Ayacucho 32°14'54.41"S 66°34'47.68"0 Lnn
92 B. melitensis Cabeza de Novillo San Martin 32°22'59.42"S 65°23'58.20"0 Lnn
93 B. melitensis Villa de la Quebrada Belgrano 33°1'24.97"S 66°19'9.77"0 Lnn
94 B. melitensis El Baldecito Ayacucho 32°15'29.98"S 66°12'38.06"0 Lnn
95 B. melitensis La Botija Ayacucho 32°14'54.41"S 66°34'47.68"0 Lnn
96 B. melitensis El Baldecito Ayacucho 32°15'29.98"S 66°12'38.06"0 Testiculo
97 B. melitensis Alto Pencoso Pueyrredon 33°27'56.06"S 67°0'31.29"0 Bazo

66



3.5. Diversidad de los marcadores VNTR analizados mediante MLVA 16 sobre ADN de

proveniente de aislamientos de B. melitensis
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La técnica MLVA 16 tuvo un poder discriminatorio global de 0.9164. Cada uno de los

marcadores analizados aportd su poder discriminatorio como se muestra en la tabla 13,

excepto el marcador Bruce45 dado que presentd una sola variante alélica en todas las

muestras.

El mayor IDHG lo tuvieron los marcadores Bruce09 y Bruce21, con valores alrededor de 0.7

(Figura 6). Las alternativas alélicas fueron 6 para el marcador de mayor discriminacién.

Tabla 13: indice de Diversidad de Hunter-Gaston (IDHG) para cada uno de los marcadores

Indice de Intervalo de . .
Marcador ) ) . (*1) K™ max(pi)"™®
Diversidad Confianza

Bruce09 0,702 0,656-0,717 6 0,333
Bruce21 0,699 0,673-0,714 4 0,428
Bruce07 0,643 0,635 - 0,665 5 0,476
Bruce30 0,623 0,612 -0,641 5 0,523
Brucel8 0,602 0,578 - 0,622 5 0,523
Brucel6 0,598 0,574 - 0,623 3 0,476
Brucell 0,45 0,417 - 0,489 2 0,571
Bruce42 0,412 0,389-0,429 2 0,619
Brucel9 0,341 0,321-0,352 3 0,714
Bruce04 0,273 0,259-0,320 2 0,714
Bruce43 0,254 0,211-0,313 2 0,809
Brucel2 0,228 0,177 - 0,279 3 0,857
Bruce55 0,112 0,070- 0,154 2 0,857
Bruce06 0,096 0,063 - 0,162 2 0,904
Bruce08 0,096 0,063 - 0,162 2 0,904
Bruce45 0 0,000 - 0,081 1 1

(*) indice de Diversidad: Medida de variacién del nimero de repeticiones de cada locus, rango

desde 0 (sin diversidad) hasta 1 (maxima diversidad). (*!) Intervalo de Confianza: Precisién
del indice de diversidad, expresado como limites superior e inferior del 95%. (*?) K: Nimero
de diferentes repeticiones presentes para este locus, en este set de muestras. (*3) Max.(pi):
Fraccién de muestras que tienen el nUmero de repeticion mas frecuente en este locus (rango

0.0a 1.0).
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Figura 6: indice de discriminacién de Hunter Gaston para cada uno de los marcadores
utilizados sobre ADN de aislamientos.

3.6. Genotipos circulantes de B. melitensis

A partir del andlisis de los 32 aislamientos se identificaron 21 genotipos diferentes. En el
departamento Belgrano se describieron 9 genotipos distintos y en el departamento Ayacucho
8 genotipos bien diferenciados. En los departamentos Pueyrreddn y San Martin se

individualizaron 3 y 1 genotipos, respectivamente.

La técnica marcé 2 conglomerados o clusters bien definidos (Figura 7), separando los
genotipos obtenidos del departamento Pueyrreddn del resto de los aislamientos
(conglomerado 2). A su vez, los genotipos de B. abortus utilizados como control se

mantuvieron en un conglomerado aparte (cepa B. abortus 2308 y B. abortus S19).

En su mayoria, los genotipos tuvieron una aparicion Unica (15/21 = 71.5%).
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Figura 7: Dendrograma correspondiente al analisis de los genotipos de los aislamientos
arrojados por MLVA 16. Los colores representan diferentes departamentos. Clul y Clu2
corresponde a la identificacion de 2 clusters bien diferenciados. El departamento del cual
provienen las muestras se diferencia con diferente color.
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3.7. Analisis de la relacion genética de B. melitensis aisladas de la Provincia de San Luis

Se determind la existencia de una relacién en forma de complejos clonales a partir de
genotipos probablemente fundadores. El algoritmo muestra dentro de los genotipos
obtenidos de aislamientos a los genotipos GT40, GT09 y GT17 como posibles candidatos a
fundadores centrales (Figura 8). De la misma manera, estos complejos clonales aparecen con

una tendencia a demarcarse por las diferentes localizaciones geograficas (Figura 9).

GTO3  Gr42
GT40
Eiih
2308
219 GTO7
GTO1 ;.:"'
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=T 14E_‘GT[;3 Gt
16 *"’”/ \\\
GT21
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GT13
G717 —5Ts50
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Figura 8: Esquema del complejo obtenido del analisis de 32 cepas de B. melitensis asiladas de
la Provincia de San Luis. El algoritmo brinda dos posibles tonalidades de grises para los
conectores. Los conectores mas oscuros brindan la idea de que existen menores diferencias
entre los nodos que unen. En el caso de los conectores mas claros, permiten visualizar
mayores diferencias. En el caso de los colores asignados a los nodos, el color verde claro,
marca nodos o nucleos fundadores a partir de los cuales se desprenden nuevos genotipos. Los
nodos color celeste, permiten visualizar nodos comunes
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Figura 9: Relacién entre los genotipos de B. melitensis. (A) 2308 y S19 (flechas azules)
corresponden al analisis de MLVA 16 de las cepas B. abortus S19 y 2308 respectivamente. 16M
corresponde al analisis de B. melitensis 16M (flecha roja).

Se visualiza la separacion de un grupo de genotipos pertenecientes al departamento

Pueyrreddn que se aleja del resto, conformando un nodo a partir del GT17. También se aprecia

una gran concentracién de genotipos del departamento Ayacucho, conformando un nodo.
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Figura 10: Relacién entre los genotipos obtenidos del andlisis de 32 aislamientos de la
Provincia de San Luis. Grafico generando por el algoritmo goeBURST que elimina las uniones
mas débiles entre los genotipos, permitiendo la separacién y libre formaciéon de grupos,
manteniendo unidos exclusivamente los genotipos altamente relacionados.

Si permitimos al programa PHYLOViZ que elimine las uniones mas débiles entre los distintos
genotipos se puede ver la conformacion de conglomerados o grupos de genotipos altamente
relacionados. El conglomerado conformado por los genotipos provenientes de Pueyrredén se
separa completamente, se consolida fuertemente un grupo de genotipos asentados en el
departamento Ayacucho que podria ser el responsable de la dispersién de genotipos hacia

otros departamentos como Belgrano y San Martin (Figura 10).
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Se evidencian también genotipos que se encuentran presentes en localidades pertenecientes
a diferentes departamentos, como es el caso del genotipo GEN13 que se encontrd presente
en “La Botija”, partido de Ayacucho, y en “Bajada Grande” partido de Belgrano (Tabla 14). La
cantidad de genotipos obtenidos estuvo en una relacidn directa con la cantidad de muestras
procesadas. El genotipo llamado GT09 tuvo aparicidn en 4 aislamientos bacterianos,3 de ellos
provenientes de la localidad de “La Botija” (Tabla 14). De la misma manera, aparecen
descriptos en la misma localizacion diferentes genotipos, como el caso de GT01y GT07, ambos
en la misma localizacion de muestreo “El Chimborazo”. También, “La Botija”, “Alto Pencoso”

y “Bajada Grande” poseen descripto mas de un genotipo (Tabla 14).

En el mapa de la zona norte de la Provincia de San Luis (Figura 10) se visualiza la ubicacién de

los genotipos considerados fundadores mediante la utilizacion del algoritmo goeBURST.



Tabla 14. Genotipos de B. melitensis descriptos, su localizacién

Genotipo Localidad Departamento
Chimborazo 2 Belgrano
GTO1 .
Chimborazo 2 Belgrano
Villa de la
GTO3 Quebrada Belgrano
GTOS La Botﬁj:a 3 Ayacucho
La Botija 3 Ayacucho
Chimborazo 2 Belgrano
GTO7 .
Chimborazo 2 Belgrano
GTO08 La Pampa Grande Ayacucho
La Botija 2 Ayacucho
GT09 La Botij:a 2 Ayacucho
La Botija 2 Ayacucho
El Baldecito Il Ayacucho
Bajada Grande Belgrano
GT10 Bajada Grande Belgrano
Bajada Grande Belgrano
GT12 La Botij:a 5 Ayacucho
La Botija 5 Ayacucho
La Botija 2 Ayacucho
GT13 La Botija 2 Ayacucho
Bajada Grande Belgrano
GT14 El Baldecito | Ayacucho
GT16 El Baldecito I Ayacucho
GT17 Alto Pencoso Pueyrredén
GT18 El Balde Belgrano
GT21 La Botija 1 Ayacucho
GT28 El Ramblon Belgrano
GT34 Bajada Grande Belgrano
GT35 Chimborazo 2 Belgrano
GT40 Cabeza de Novillo San Martin
GT42 El Ramblén Belgrano
GT48 Alto Pencoso Pueyrredén
GT50 Alto Pencoso Pueyrredén
Referencia 2308 Ref. Cepario
Referencia 16M Ref. Cepario
Vacunal $19 Vacunal Cepario
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Cabeza de Novillo - General San Martin
Alto Pencoso - Juan Martin de Pusyrredon
Bajada Grande - Belgrano
Chirnborazo- Belgrand

El Balde- Belgrana

El Rambion - Belgranc

La Calera - Belgrang

Villa de la Quebrada - Bedgrano

Bella Vista -Ayacucho

El Baldecito - Ayacucho

La Batifa- Ayacucho

La Pampa Grande -Ayacucho

La Represita- Ayatucho

B Horte de la provinda de San Luis
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Figura 10. Mapa de los departamentos abarcados el presente trabajo. Se marcan en circulos
negros la localizacion de los genotipos considerados fundadores. Las marcas de color rojo

corresponden a genotipos vinculados a los fundadores.

3.8. Comparacion de los genotipos circulantes con los presentes en bases de datos

internacionales

La comparacién de los genotipos obtenidos en el presente estudio (Tabla 15) con los
descriptos en la base de datos, permite confirmar que ninguno ha sido previamente

reportado.



76

Tabla 15: Genotipos encontrados en el presente trabajo, junto con la sucesién de
repeticiones de cada locus en orden

GT Bruce06 Bruce08 Brucell Brucel2 Bruce42 Bruce43 Bruce45 Bruce55 Brucel8 Brucel9 Bruce2l Bruce0O4 BruceO7 Bruce09 Brucel6 Bruce30

2308 4 5 4 12 2 3 3 3 6 43 8 3 7 3 3 5
16M 3 4 2 13 4 2 3 3 5 36 6 2 5 8 3 6
GTO01 2 4 2 12 4 2 3 3 9 36 7 2 4 3 3 5
GT03 3 4 3 13 5 3 3 3 8 36 5 2 5 3 4 5
GTO5 3 4 2 13 4 2 3 3 8 36 6 2 5 5 3 6
GTO07 3 4 2 13 5 2 3 3 7 36 6 2 5 7 4 4
GT08 3 4 3 13 4 2 3 3 8 36 6 2 4 6 3 6
GT09 3 4 2 13 4 2 3 3 8 36 6 2 5 6 3 6
GT10 3 4 3 13 5 2 3 3 6 36 5 2 5 8 6 8
GT12 3 4 2 13 4 2 3 3 8 36 6 2 8 6 3 6
GT13 3 4 2 13 4 2 3 3 4 40 8 4 4 3 6 10
GT14 3 4 2 13 4 2 3 3 8 36 6 2 6 7 3 6
GT16 3 4 2 14 4 2 3 3 8 36 6 2 5 7 3 6
GT17 3 4 3 13 5 3 3 2 4 41 8 4 4 3 4 6
GT18 3 4 2 13 4 2 3 3 7 36 6 2 5 6 8 4
GT21 3 4 2 13 4 2 3 3 8 36 6 2 4 6 4 6
GT28 3 4 2 13 4 2 3 3 8 40 8 4 4 13 6 10
GT34 3 4 2 13 4 2 3 3 4 40 8 4 4 13 6 10
GT35 2 4 2 12 4 2 3 3 9 36 7 2 4 3 3 6
GT40 3 4 3 13 5 2 3 3 6 36 5 2 5 6 4 4
GT42 3 4 3 13 5 2 3 3 8 36 5 2 7 8 3 4
GT48 3 5 3 13 5 3 3 2 4 41 8 4 4 3 3 6
GT50 3 5 3 13 5 3 3 2 8 41 8 4 4 3 4 6
S19 4 5 4 12 2 2 3 3 6 43 8 3 5 3 3 5

Utilizando los todos los genotipos e ingresando informacion de B. melitensis provenientes de
la region Mediterranea se puede observar la diferenciaciéon en grupos. Los genotipos en el
presente trabajo pertenecen al grupo América, mientras que los genotipos de otras regiones

se mantienen alejados (Figura 10).
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Grupo Mediterraneo occidental

Grupo Mediterraneo oriental

Figura 10. Agrupamientos de genotipos de acuerdo a la regién geografica. 2308: Brucella
abortus; S19: Brucella abortus vacunal; EMG1 y EMG2: genotipos del grupo mediterraneo

oriental; AME1 y 2: genotipos del grupo americano; WMG1 y WMG2: genotipos del grupo

mediterraneo occidental. GT: genotipos de San Luis.
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4. DISCUSION

La brucelosis caprina es un grave problema en Argentina, no sélo en la Provincia de San Luis
(SENASA, 2017). La poblacion total de caprinos en el pais es de 4.270.000 cabezas (SENASA,
2017) criadas en diversidad de condiciones, pero en un gran numero por familias de pequefios
productores en regiones de muy bajos ingresos, aridas y marginales del pais. Los principales
productos que se obtienen de estas explotaciones son la carne y la leche, que se utilizan para

la propia alimentacién del grupo familiar con venta del remanente.

Con respecto al presente trabajo, la prevalencia de la enfermedad asociada a zonas de bajos
recursos de la Provincia de San Luis, muy alejadas de centros urbanos, impide en muchos casos
el desarrollo de muestreos en las mejores condiciones. El planteo de un abanico de técnicas
para el diagndstico de brucelosis, brinda alternativas interesantes de acuerdo a las diferentes

situaciones epidemioldgicas.

La estrategia del MdCdIPdSL para detectar y censar establecimientos productores de caprinos
fue la de recorrer, entrevistar y georreferenciar las mismas. El mayor numero de
establecimientos dentro de la region sobre la cual se trabajé contemplaban explotaciones
informales, no registradas, sin instalaciones adecuadas, con animales no identificados. A
medida que fue avanzando el programa y el trabajo de tesis, se afianzaron las relaciones con
los productores permitiendo muchas veces la llegada a nuevas locaciones previamente

desconocidas, donde existia la necesidad de saneamiento (Rodriguez y Delgado, 2016).

La gran mayoria de los establecimientos muestreados fueron explotaciones de subsistencia,
crias extensivas destinadas a consumo propio de cabritos y derivados lacteos, con muy escasa

tecnificacion. Los canales de comercializacion de sus productos son precarios. Existe mucho
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contacto entre las majadas de establecimientos vecinos. Se practica el encierro nocturno de
los animales, pero durante el dia permanecen en contacto dado que pastorean en lugares
comunes. La costumbre de intercambio y prestamos de animales es usual como asi también
el robo y la desaparicién de animales. La pérdida de caravanas y falta de sistemas de
identificacidon de los animales fueron un problema recurrente durante todo el desarrollo del

trabajo.

Actualmente, el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria en su Manual de
Procedimientos (SENASA, 2019) establece que las pruebas diagndsticas a utilizar en caprinos
son BPA como prueba de tamizaje y acepta la utilizacion de SAT/2ME como pruebas
complementarias. De la misma manera, describe la utilizacidn de las pruebas confirmatorias

de FPAy FC.

Los resultados obtenidos sugieren que a pesar de las dificultades técnicas que acarrea
SAT/2ME (demoras, toxicidad, gran cantidad de material), la utilizacion combinada en serie
junto con BPA en forma inicial, permite lograr una especificidad de hasta 0.986. De acuerdo al
manual de procedimientos de SENASA y de trabajos internacionales, las pruebas de FPA y FC
alcanzarian una especificidad del 98-99% (Nielsen y Yu, 2010; SENASA, 2019) o inclusive

valores menores (Cisterna, 2012).

La imposibilidad de llevar adelante un disefio de muestreo correcto debido al acoplamiento al
plan de control y erradicacién impidid que se llevaran a cabo algunos de los objetivos
propuestos, como ejemplo el analisis correcto de la prevalencia de brucelosis en los diferentes
departamentos. De la misma manera, inicialmente se planted la posibilidad de realizar un

analisis mas profundo con respecto a la representacién de la densidad de aislamientos e



80

identificar agrupamientos o areas geograficas de mayor prevalencia, pero el gran valor de las
muestras de tejido y complicaciones logisticas llevaron a que las necropsias para la toma de

muestras se realizaran por conveniencia y en la medida que fuera posible.

A pesar de las diferentes estrategias planteadas para mejorar la cantidad de los aislamientos
bacterioldgicos, no se logré obtener un gran nimero de B. melitensis. Las probables razones
fueron la contaminaciéon de las muestras, que se tomaron principalmente mediante
necropsias a campo, la posible baja carga de microorganismos viables en los tejidos analizados
y las demoras en el procesamiento de las muestras. En situaciones normales, la sensibilidad
del método bacteriolégico varia entre el 30% y el 50% (Alton y col., 1988; Mirnejad y col.,

2017).

La utilizacion de medios selectivos fue la estrategia que permitié disponer de la mayor
cantidad de aislamientos bacterioldgicos. La inclusidon de antibidticos dentro de caldo de
enriquecimiento controld gran parte de los contaminantes, que fue uno de los problemas mas
recurrentes, pero posiblemente haya evitado el crecimiento de B. melitensis cuando se

encontraba en muy baja carga (OIE, 2016).

Mediante la realizaciéon de un test de proporciones, se evidencié que el uso del kit comercial
no tuvo diferencias significativas con respecto al desempeiio de las otras técnicas de
extracciéon de ADN al momento de detectar el agente de tejidos, pero se escogid por la

practicidad, la rapidez y calidad del ADN obtenido.

MLVA revela una estructura con genotipos variados dentro de la poblaciéon de B. melitensis
gue se encuentra en los departamentos analizados de la Provincia de San Luis. Lograr una

asociacién entre los genotipos presentes en el ganado y posibles genotipos provenientes de
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aislamientos de casos clinicos de humanos podria conformar una meta y un desenlace
interesante para el presente trabajo. El plan de control y erradicacién de la Provincia de San
Luis se afianza inicialmente por la ocurrencia de la enfermedad, especificamente en el
departamento Ayacucho, donde se intenté relacionar la presencia de casos en humanos con

el diagnodstico de casos en animales (Delgado y col., 2016; Rodriguez y Delgado, 2016).

De la misma manera que la informacién que brinda MLVA 16 permite identificar a nivel de
rodeo diferentes genotipos, es esperable el cuestionamiento de la estabilidad genética de las
cepas, ya que la variabilidad y la velocidad de mutacién podrian llevar a datos erréneos y
dividir un mismo genotipo en genotipos diferentes (Wuyts y col., 2013). Sin embargo, en el
afo 2013, un grupo de trabajo de Brasil analizd la estabilidad genética de dos cepas vacunales
mediante el esquema MLVA 16, las cuales fueron sometidas a pasajes sucesivos (10 pasajes),

sin poner en evidencia cambios en sus marcadores moleculares (Dorneles y col., 2013).

En base a trabajos anteriores de diferentes autores al analizar una gran diversidad de cepas
de distintas especies de Brucella, la técnica puede llegar a presentar limitantes que
distorsionen los resultados (Le Fléche y col., 2006), como por ejemplo superponer biovares de
diferentes especies, o tener un grado de discriminacién muy importante dentro de especies
gue se encuentran altamente relacionadas. El analisis de los resultados debe realizarse
cuidadosamente y utilizar la subtipificacién por MLVA como complemento de los estudios
epidemioldgicos tradicionales y no como Unico método de tipificacidn. Por ejemplo, ante un
brote de brucelosis, se podria realizar una identificacion inicial a nivel especie y/o biovariedad
mediante alguno de los esquemas de PCR disponibles (Bricker y Halling, 1995; Lopez-Goiii y

col., 2008; Kang y col., 2011; Lopez-Goiii y O'Callaghan, 2012) complementar la informacién
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obtenida mediante bacteriologia clasica y luego identificar los genotipos circulantes mediante
el analisis de la variabilidad de los VNTRs. Muchas veces, el grado de definicién de MLVA 16
puede llegar a generar inconvenientes dado que puede identificar genotipos diferentes dentro
de una misma majada, que no necesariamente brindan informacion epidemioldgica de
relevancia. El andlisis correcto de la relacién entre los genotipos, permite poner en evidencia

estas capacidades de la técnica (Hollender, 2015).

La técnica basica utilizando solo los primeros 8 marcadores moleculares logra una excelente
definiciéon al momento de identificar Brucella al nivel de género, como fue demostrado en
trabajos de otros autores (Bricker y col., 2003). Debido a la necesidad de lograr una mayor
precision por parte de las técnicas moleculares de subtipificacidn, es necesario agregar mayor
cantidad de marcadores moleculares. La mayor definicién, sumado a la informacién
complementaria (por ejemplo, datos de georreferenciacion, tipo de explotacién, etc.) permite
un estudio epidemioldgico mas exacto y profundo, con capacidad de brindar informacion de
trazabilidad y posible origen de un aislamiento bacteriolégico o muestra de ADN (Liu y col.,
2017). El estudio de la relacion de los genotipos en conjunto con la informacidn geografica,
sugiere que los genéticamente relacionados tienden a presentarse distribuidos en
determinadas localizaciones, permitiendo realizar un eventual seguimientos de nuevos casos
de brucelosis.

La comparacién de los valores de HGDI obtenidos en el presente trabajo en referencia a los
valores descriptos por otros autores (De Massis y col., 2015), concuerda que la mayor
diversidad se encuentra atribuida a los marcadores Bruce09, comprendido en el panel 2B,
pero es usual encontrar en las publicaciones en segundo puesto de diversidad al marcador

Bruce07 y no al Bruce21 como en el presente trabajo. La gran diversidad se evidencia también
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al comparar la frecuencia de aparicién de los diferentes alelos para cada locus, lo cual permite
concluir una gran homogeneidad observada en el panel 1, lo cual es esperable, ya que todas
las muestras analizadas pertenecen a B. melitensis y fueron obtenidas en un periodo acotado

de tiempo y posiblemente relacionadas genéticamente.

Cabe mencionar, que a pesar de que la mayor diversidad es atribuida a los marcadores del
panel 2B, éstos son menores que los que se aprecian en otras publicaciones (valores entre 0.8
y 0.9 para todos los marcadores del panel 2B) y la explicacién podria ser un reflejo del tipo de
muestreo y aislamientos comprendidos en los diferentes estudios. La mayoria contempla el
analisis de ADN proveniente de regiones muy distantes, en ecosistemas muy diferentes y en
muchos casos cepas histdricas (Al Dahouk y col., 2007; Ferreira y col., 2017; Kangy col., 2017;
Liuy col., 2017). En el caso del presente analisis es de destacar que el muestreo se realizé con
los animales provenientes de una region acotada y no es un estudio que utiliza aislamientos
separados en el tiempo, ni de un cepario sino son las cepas circulantes actualmente, en un

periodo comprendido entre 1y 3 afios.

Actualmente no existen publicaciones con respecto al analisis de genotipos circulantes de
Brucella en Argentina, y muy poco en la regidn. En la base de datos internacional MLVA Bank
for Microbes Genotyping (I12BC, 2018) figura sélo un genotipo de B. melitensis de un
aislamiento recuperado de humano en Argentina hace mas de 10 afios y sélo unas pocas

caracterizaciones de B. suis, B. abortus y B. ovis (Vergnaud y col., 2018).

A nivel internacional, diferentes grupos de trabajo abordan la tematica y alimentan la base de
datos con la informacion de los genotipos obtenidos mediante MLVA de Brucella. Pero a pesar

de los esfuerzos realizados, en una muy pequefia proporcidn (Ali y col., 2019) se describe la
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obtencién de genotipos de cepas circulantes contemporaneas al momento del andlisis. Los
estudios realizados sobres ceparios histdricos son vélidos y demuestran la validez de la
técnica, pero la informacién epidemioldgica que arrojan no permitiria hacer analisis
exhaustivos, ni establecer asociaciones epidemiolégicas con casos en humanos o circulacién

de las cepas.

Las especies de Brucella se caracterizan por su muy alto nivel de similitud genética, a pesar de
la amplia diversidad de hospedadores de preferencia, su virulencia y su patogenicidad (Scholz
y col.,, 2018). El analisis de VNTR permite la discriminacién sobre microorganismos muy
estrechamente relacionados, con una muy limitada diversidad genética. Esta capacidad es de
un gran valor para Brucella, dado que posee herramientas de tipificacion muy rudimentarias

(Lucero vy col., 2010).

Desafortunadamente, para los genotipos descriptos en este trabajo no se pudo establecer la
conexidn epidemiolégica con casos humanos, aunque no se descarta a futuro poder comparar
una base de datos representativa de genotipos obtenidos a partir de casos clinicos. El gran
nivel de definicion y diferenciacién de agrupamientos, y su asignacion a areas geograficas
determinadas brinda una gran informacién que justifica la utilizacién de la herramienta para
alimentar una base de datos comparativa que permita disponer de la informacién necesaria
rapidamente en caso de brotes de la enfermedad. Los hallazgos concuerdan con anteriores
publicaciones (Marianelli y col., 2007; Kang y col., 2009; Smits y col., 2009) en los cuales la
técnica demuestra ser efectiva y logra una muy buena discriminacion y heterogeneidad en los

perfiles de VNTR en areas endémicas delimitadas, inclusive al momento de reconocer las
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fuentes de infeccién comunes en brotes de dicha enfermedad (Sun y col., 2016; Liu y col.,

2017).

La medicién de la diversidad genotipica en una poblacién es de particular importancia dado
que puede reflejar diferencias en la virulencia (Lucero y col., 2010; Hollender y col., 2013) o
variantes fenotipicas, como susceptibilidad diferente a antimicrobianos (Shevtsovy col., 2017;

Johansen y col., 2018).

La implementacion en el andlisis de un mayor nimero de marcadores, tiene un gran
incremento del tiempo de procesamiento y costo de reactivos, pero se traduce en un

incremento significativo del poder de discriminacion del esquema empleado.

Segln los resultados obtenidos en este trabajo, existen una variedad de genotipos
distribuidos, inclusive que se describen en localidades pertenecientes a diferentes
departamentos (GT13, presente en la localidad de La Botija y Bajada Grande, de los
departamentos de Ayacucho y Belgrano respectivamente). El muestreo no fue realizado en
forma aleatoria, sino que se obtuvieron las muestras de tejidos por conveniencia, de acuerdo
a la aparicion de serologias positivas. Se realizé de esa manera dado el gran valor de las
muestras, que el estudio se encuentra contemplado dentro del marco de un plan de control y
erradicacion y el gran costo asociado a la distancia y la logistica de la toma y transporte de las

muestras.

El esquema de MLVA no solo se utiliza para el analisis de aislamientos de Brucella; es una
técnica descripta para la evaluacidn de genotipos de otras bacterias como Bacillus anthracis y
Mycobacterium tuberculosis. Hace algunos afios se analizé el efecto de seleccionar ciertos

marcadores de VNTR en un esquema para la tipificacion de micobacterias y se observé que el
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agrupamiento de los distintos aislamientos depende del nimero de marcadores que se
consideren en el panel (Mears y col., 2015), indicando que hay que proceder con precaucion
al momento de extraer conclusiones a partir de este tipo de estudios. En el caso de Brucella,
el ensayo se encuentra estandarizado segun el esquema sugerido por Le Fléche vy
colaboradores, modificado levemente por Al Dahouk y colaboradores. (Le Fléche y col., 2006;
Al Dahouk y col., 2007). Existen importantes mejoras que pueden ser aplicadas sobre la
técnica, como es el caso de reemplazar los geles de agarosa por electroforesis capilar,
secuenciar los amplicones o incluso modernas metodologias que pueden reemplazar la
técnica completa, como por ejemplo mediante secuenciacién masiva (Tan y col., 2015; Fany
col., 2018) pero se traduce en una técnica mucho mds cara, mds lenta al momento de generar

un resultado facilmente comparable y con la necesidad de manejar equipos complejos.

Como herramienta epidemiolégica, el MLVA 16 ofrece una resolucion significativa comparado
con los métodos de tipificacion convencionales, que generalmente no tienen poder
discriminativo mas alld del nivel biovariedad (OIE, 2016). Los marcadores que se incluyen en
un estudio de MLVA de forma separada no son informativos, son muy variables o muestran
un alto nivel de homoplasia, pero la combinacién de los marcadores puede generar un alto
grado de discriminacion. La técnica de MLVA es relativamente sencilla ya que sélo requiere
determinar el tamano del producto de amplificacién de la PCR, que puede automatizarse
mediante electroforesis capilar en un secuenciador de ADN (Liu y col., 2017) o procesarse con
los métodos de electroforesis tradicionales en geles de agarosa o poliacrilamida, segln
disponibilidad de recursos técnicos, haciendo al ensayo facilmente adaptable. Ademas,

permite el facil intercambio de informacién entre grupos, mediante la alimentacién de bases
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de datos en linea MLVA Bank (I2BC, 2018) con los perfiles genotipicos de todos los

aislamientos, siguiendo lineamientos estandarizados para la ejecucién de MLVA 16.

El uso de marcadores VNTR para realizar estudios filogenéticos y taxondmicos en bacterias es
criticado debido a su rapida evolucidon y a una potencial homoplasia que pueden llevar a
conclusiones erréneas (Fu y col., 2016). En especies con carga genética tan similar como
Brucella, donde es dificil detectar variabilidad por otros métodos, el empleo de VNTRs

constituye una alternativa factible de ejecutar.

La tipificacion por MLVA de aislamientos animales y humanos revela una estructura en grupos
gue normalmente se distribuyen geograficamente en zonas bastante estables (Nockler y col.,
2009). Por ejemplo, aislamientos humanos de B. melitensis en Europa y Africa pueden ser
agrupados de acuerdo a su origen geografico en grupo Mediterraneo oriental y grupo
Mediterrdneo occidental. Dentro del Mediterraneo occidental (que incluye aislamientos de
Francia, Suiza, Tunez y Argelia), se diferencia el agrupamiento descripto a partir de
aislamientos de Italia, a pesar de la cercania geogréfica (Al Dahouk y col., 2007). Como se
menciond previamente, en Argentina, existen muy escasos antecedentes de la aplicacion de
metodologias de tipificacidn basadas en MLVA 16 de B. melitensis tanto en el ambito humano,
como veterinario, por lo tanto, se desconoce la estructura genética de las cepas circulantes
en nuestro pais. Entonces, el empleo de MLVA 16 durante el desarrollo del presente trabajo
de tesis, constituye un trabajo pionero en el area, que permitié discriminar una amplia
variedad de B. melitensis y poner de manifiesto la gran diversidad de genotipos circulantes

analizando sélo una acotada area de la Provincia de San Luis.
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A través del andlisis goeBURST se pudo relacionar a todos los genotipos entre si y, ademas,
asociarlos con la zona geografica sobre la cual fueron obtenidos, proponiendo algunos
inclusive como fundadores de complejos clonales. La informacién generada podra
desencadenar nuevas propuestas de manejo de la enfermedad o evidenciar zonas de
particular riesgo donde enfocar los esfuerzos de un plan de control y erradicacidon de la

enfermedad que ya se encuentra bien establecido.
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5. CONCLUSIONES

El trabajo de tesis provee informacién por primera vez en el pais de la descripcion de
genotipos de Brucella melitensis en una regidon endémica de brucelosis.

En la Provincia de San Luis, en los departamentos donde existe explotacién caprina, los
genotipos de Brucella melitensis se distribuyen respetando una distribucidn
geografica. Las localidades mas cercanas, por el constante contacto entre los animales
tienden a retener genotipos altamente relacionados. De la misma manera, la
formacién de fuertes conglomerados dentro de los departamentos permite describir
la estructura de genotipos establecidos en la Provincia de San Luis.

En nuestro pais, en lo que se refiere a Brucella melitensis, el foco se encuentra puesto
sobre los caprinos, pero de ninguna manera deben excluirse los ovinos. En el presente
trabajo se muestra la deteccién de B. melitensis en tejidos ovinos.

La informacién generada por el presente trabajo es totalmente extrapolable a otras
especies de Brucella, por lo que la generacién de una base de datos a nivel nacional
puede proveer de informacion vital sobre la cual comparar nuevos aislamientos

bacterioldgicos.
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ANEXO |
Preparacidn y estandarizacion de reactivos para la ejecucion del ensayo de Fijacion de
Complemento

Metodologia para la estandarizacion de la suspensién de glébulos rojos de carnero al 2%

La sangre de carnero es obtenida por puncién en la vena yugular con solucién de Alsever. Se

busca determinar una suspension al 2% que contenga 5.4 X 10 de gldbulos rojos.

Lavado de glébulos rojos:

1. Filtrar la sangre a través de una gasa y depositar en un tubo graduado de centrifuga
de 10 ml.

2. Centrifugar la sangre a 1000 G durante 5 minutos.

3. Descartar el sobrenadante, tratando de arrastrar los leucocitos que forman una capa
amarillenta en la parte superior de la columna de glébulos rojos.

4. Suspender los glébulos rojos en BVS, homogeneizar y centrifugar. Realizar el paso 3
veces

5. Luego de la ultima centrifugacién descartar el sobrenadante.

Estandarizacion de glébulos rojos al 2%:

Método Espectrofotométrico:

Tubo 1: para determinar el volumen de la columna de glébulos y calcular la cantidad de

solucién BVS necesaria para hacer una suspension al 2% (0.2 ml GR + 9.80 de BVS).

Tubo 2: Para determinar la lisis 100%. Realizar una dilucién de los GR 2% 1/15 con agua

destilada (0.2 ml de gldbulos rojos + 2.8 ml de agua destilada).
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Tubo 3: blanco de lectura para el espectrofotémetro. Agregar en un tubo 5.6 ml de agua

destilada y 0.4 ml de BVS que sera el blanco

Una vez lisados los eritrocitos, se lee la densidad 6ptica(DO) a 545 nm contra el blanco

La DO esperada es de 0.450.

Solucion Buffer Veronal Sédico

Preparacion de la solucién madre (5X)

®  NACl. e e e 83¢g
o Na 5-5 dietil barbiturato.......ccccecvevveeeennne 10.19¢g
o Acido clorhidrico TN ...c.oveveererereeeeecerreneenee 34.58 ml
e Solucién concentrada de Ca**y Mg**............. 5 ml
o Aguadestilada c.5.p.ccccveiciccceeceneceeeenen. 2000 ml

Preparacion:

1. En un matraz aforado de 2000 ml, disolver el NaCl y el barbiturato en 500 ml de agua
destilada.
2. Agregar el acido clorhidrico.

3. Agregar 5 ml de la solucién concentrada de Ca** y Mg**.

Preparacidn solucion concentrada Ca**y Mg**

e C(CaCl2.2H204,4g
e MgCl2.6 H2020,3 g
e Agua destilada 100 ml

1. Completar el volumen hasta 2000 ml con agua destilada y mezclar.
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2. Realizar una dilucidn 1/5 con agua destilada la cual sera la dilucion de trabajo (1X) y
tomar el pH que debe estar entre 7.3y 7,.4. Descartar la solucion de uso (1x), después

de transcurridos 5 dias.

Preparacion de la solucion Alsever para conservacion de los glébulos rojos de oveja.

e Dextrosa20,5g

e C(itratodesodio8,0g
e C(Clorurodesodio4,2g
e Acido citrico 0,55 g

e Agua destilada 1000 ml

Preparacion

1. La solucion se esteriliza por filtracion.

2. También se puede esterilizar en autoclave a 15 libras de presidén durante 15 minutos,
evitando que llegue a caramelizarse; en caso de que ello ocurra se debe descartar la
solucion.

3. La sangre se recogerd asépticamente en un recipiente que contenga un volumen de
solucién Alsever similar al de la sangre que se va a tomar. Se mezclan bien y se

conservan en refrigerador.

Determinacion de la dilucion de trabajo 6ptima del complemento y hemolisina

Se aplica como un paso previo para la reaccién de la técnica de fijacion del complemento. Se
busca determinar en conjunto el valor de sensibilizacién de la hemolisina para los hematies

de carnero expresado como UH (Unidades Hemoliticas) y la concentracién de uso del
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complemento en la reaccién de fijaciéon del complemento expresado como UC (unidad
complemento).

Titulacion del complemento y la hemolisina

La titulacion simultanea del complemento y la hemolisina se debe realizar cada vez que un

nuevo lote de complemento, hemolisina y/o glébulos rojos son producidos.

Dilucién del complemento

e Preparar una dilucién 1:10 de complemento en BVS (100 pul de complemento + 900 pl
de BVS) y conservar en una caja con hielo durante la titulacion.
e A partir de la dilucidn inicial se realizan las siguientes diluciones segln se muestra en

la tabla 15.

Dilucién de hemolisina
e Diluir la hemolisina 1:100 en BVS (10 pl de hemolisina + 990 pl de BVS)
e Diluir la hemolisina 1:1000 en BVS (500 ul de hemolisina 1:100 + 4500 ul de BVS)
e A partir de la dilucidn de hemolisina 1:1000 preparar en tubos las diluciones que se

detallan en la tabla 16.
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Tabla 15: Diluciones de complemento para su titulacién.

Dilucién  Complemento BVS
1/40 100 pl 300 ul
1/50 100 pl 400 pl
1/60 100 pl 500 pl
1/70 100 pl 600 ul
1/80 100 pl 700 ul
1/100 100 pl 900 ul
1/120 50 ul 550 ul
1/140 50 pl 650 pl
1/160 50 ul 750 ul
1/240 50 pl 1150 pl
1/280 50 pl 1350 pl
1/320 50 ul 1550 ul

Tabla 16: Diluciones de hemolisina necesarias para su titulacion.

L Hemolisina

Dilucion 1/1000 BVS

1/2000 1000 pl 1000 pl
1/4000 500 ul 1500 pl
1/6000 500 ul 2500 ul
1/8000 500 ul 3500 pl
1/10000 500 ul 4500 pl
1/12000 500 ul 5500 pl
1/14000 500 ul 6500 pl

Preparacion del sistema hemolitico

e Preparar y enumerar un set de 7 tubos, uno por cada dilucidon de hemolisina.

e Agregar en cada tubo 1000 pul de hemolisina de cada dilucion.

e Agregar 1000 ul de glébulos rojos estandarizados al 2 % en todos los tubos que
contienen las diluciones de hemolisina.

e Incubar en estufa a 372 +/- 0.5 °C durante 15 minutos.



109

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1/40 |{1/50 |1/60 [1/70 |1/80 |1/100 |1/120 |1/140 |1/160 |1/240 |1/280 |1/320
B 1/40 |1/50 |1/60 {1/70 |1/80 |1/100 |1/120 |1/140 |1/160 |1/240 |1/280 |1/320
C 1/40 |1/50 |1/60 {1/70 |1/80 |1/100 |1/120 |1/140 |1/160 |1/240 |1/280 |1/320
D |1/40|1/50 |1/60 |1/70|1/80 |1/100 |1/120 |1/140 |1/160 |1/240 |1/280 |1/320
E 1/40 {1/50 |1/60 [1/70 |1/80 |1/100 |1/120 |1/140 |1/160 |1/240 |1/280 |1/320
F 1/40 |1/50 |1/60 [1/70 |1/80 |1/100 |1/120 |1/140 |1/160 |1/240 |1/280 |1/320
G 1/40 |1/50 |1/60 [1/70 |1/80 |1/100 |1/120 |1/140 |1/160 |1/240 |1/280 |1/320
H

Figura 11: Distribucién de las diluciones de complemento en microplaca de 96 pocillos para su

titulacion.

Ejecucion de la titulacidn cruzada en microplaca del complemento y la hemolisina

1. Distribuciéon de BVS:

Desde la fila A hasta la fila G de la microplaca agregar 50 pl/pocillo de BVS 1X.

2. Distribucidn del complemento

Agregar 25 pl/pocillo de cada dilucion del complemento en todos los pocillos de la

microplaca excepto en la fila H como se muestra en la figura 11.

3. Distribucion de la hemolisina

Distribuir las diluciones de hemolisina segun se indica en la figura 12.
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2000 |2000 |2000 |2000 |2000 |2000 |2000 |2000 |2000 |2000 |2000 |2000

4000 |4000 |4000 {4000 |4000 [4000 |4000 |4000 |4000 |4000 |4000 |4000

6000 |6000 |6000 |6000 |6000 |6000 |6000 |6000 |6000 |[6000 |6000 |6000

8000 |8000 |8000 |8000 |8000 |8000 |8000 |8000 |8000 [8000 |8000 |8000

10000 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000 |10000 | 1000010000 | 10000 | 10000

12000 | 12000 | 1200012000 |12000|12000 |12000|12000 |12000|12000|12000 | 12000

14000 | 14000 | 14000 | 14000 | 14000 |14000 | 1400014000 | 1400014000 14000 | 14000

H|SH c¢/|SH s/
c c GR

Figura 12: Distribucién de las diluciones de hemolisina en la placa de 96 pocillos para su
titulacion.
Finalizada la incubacion de las diluciones, distribuir 25 pl/pocillo del sistema hemolitico en la

microplaca.

4. Distribucidon de los controles

e Control del sistema hemolitico con complemento (SH ¢/C’).

50 ul de BVS

25 pl de complemento dilucion 1:40

e Control del sistema hemolitico sin complemento (SH s/C’).

75 ul de BVS

e Control de integridad de glébulos rojos (GR).
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75 ulde TV

Dispensar 25 ul de glébulos rojos al 2 %

5. Incubacion

e Cubrir y agitar la microplaca en agitador de placas durante 5°

e Incubar las microplaca a 372 C +/- 0.5 ° C durante 30’

6. Reposo de la placa

o Dejar en reposo en heladera durante 30 minutos antes de su lectura.

7. Expresion de resultados

El resultado de la reaccion en cada pocillo se evaluard por el grado de hemdlisis presente en

el mismo y se consignard mediante un sistema de cruces.

e ++++: fijacion completa. Sobrenadante translicido, en el fondo de la placa un botén
de depdsito de eritrocitos: equivalente a un 0% de hemdlisis.

e +++: sobrenadante rojizo en un 25% de intensidad; en el fondo un depdsito claro de
eritrocitos: equivalente a un 25% de hemolisis.

e ++: sobrenadante rojizo en un 50% de intensidad; en el fondo un depdsito tenue de
eritrocitos: equivalente a un 50% de hemolisis.

e +: sobrenadante rojizo en un 75% de intensidad; en el fondo un depdsito muy tenue
de eritrocitos: equivalente a un 75% de hemadlisis.

8. Lectura de controles

e Control del sistema hemolitico con complemento: 100 % de hemdlisis

e Control del sistema hemolitico sin complemento: 0 % de hemdlisis

e Control de integridad de glébulos rojos: 0 % de hemdlisis
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Lectura de la titulacion

Titulo del complemento

Es la mas alta dilucién del complemento que da 100 % de hemdlisis con la mas alta dilucién
de la hemolisina. Esto es 1 unidad de complemento (UC), pero para el ensayo principal se
usara 2 unidades de complemento (2UC).

Titulo de la hemolisina

Es la mas alta dilucion de hemolisina que da 100 % de hemdlisis con la mas alta dilucién del
complemento. Esto es 1 unidad de hemolisina (UH), pero para el ensayo principal se usara 2

unidades de hemolisina (2UH).
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Tabla de conversion para estimar el nimero de repeticiones en tandem en funcién del tamaiio del producto amplificado mediante PCR

Panel 1
bruce06 140 (1u) 274 (2u) 408 (3u) 542 (4u)
bruce08 312 (2u) 330(3u) 348 (4u) 366 (5u) 384 (6u)
brucell 257 (2u) 320 (3u) 383 (4u) 509 (6u) 635(8u) 698 (9u) 887 (12u) 1013 (14u) 1076 (15u)
brucel2 302 (7u) 317 (8)  327-332(9u) 342-347 (10u) 362 (11u) 377 (12u) 392-397 (13u) 407-411 (14u) 422 (14u) 437 (14u) 452 (14u)
bruce42 164 (1u) 289 (2u) 414 (3u) 539 (4u) 664 (5u) 789 (6u) 914 (7u)
bruce43 170 (1u) 182 (2u) 194 (3u)
bruce45 133 (2u) 151 (3u) 169 (4u) 187 (5u)
bruce55 193 (1u) 233 (2u) 273 (3u) 313 (4u) 353 (5u) 393 (6u) 433 (7u) 553 (10u)
Panel 2A
brucel8 130 (3u) 138 (4u) 146 (5u) 154 (6u) 162 (7u) 170 (8u) 178 (9u) 186 (10u)
bruce21 140 (5u) 148 (6u) 156 (7u) 164 (8u) 172 - 175 (9u)
brucel9 76(7u) 82 (9u) 88 (11u) 163 (36u) 169 (38u) 172 (39u) 175 (40u) 178 (41u) 184 (43u) 187 (44u) 190 (45u) 193 (46u)
Panel 2B
bruce04 144 (1u) 152 (2u) 160 (3u) 168 (4u) 176 (5u) 184 (6u) 192 (7u) 200 (8u) 208 (9u) 216 (10u) 224 (11u) 232 (12u) 240 (13u)
256 (15u) 264 (16u) 272 (17u) 280 (18u) 288 (19u) 296 (20u) 304 (21u) 312 (22u) 320 (23u) 360 (28u)
bruce07 134 (2u) 142 (3u) 150 (4u 158 (5u) 166 (6u) 174 (7u) 182 (8u) 190 (9u) 198 (10u) 206 (11u) 214 (12u) 222 (13u) 230 (14u)
bruce09 124 (3u) 132 (4u 140 (5u) 148 (6u) 156 (7u) 164 (8u) 172 (9u) 180 (10u) 188 (11u) 196 (12u) 204 (13u) 212 (14u) 220 (15u)
236 (17u) 244 (18u) 252 (19u) 260 (20u) 268 (21u) 276 (22u) 284 (23u) 292 (24u)
brucel6 144 (2u) 152 (3u) 160 (4u 168 (5u) 176 (6u) 184 (7u) 192 (8u) 200 (9u) 208 (10u) 216 (11u) 224 (12u) 232 (13u) 240 (14u)
254 (16u) 270 (18u)
bruce30 119 (2u) 127 (3u) 135 (4u 143 (5u) 151 (6u) 159 (7u) 167 (8) 175 (9u) 183 (10u) 191 (11u) 199 (12u)




