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1 RESUMEN

Introduccién: La brucelosis bovina es una enfermedad zoondtica causada por Brucella
abortus que impacta negativamente en la productividad de los hatos, la prevencion se
realiza mediante vacunacién masiva, diagnostico y eliminacion de animales positivos; en
Colombia la vacunacion es obligatoria en todas las terneras en edades entre 3 y 8 meses
de edad con cepa19 y cepa RB51. Los protocolos de vacunacion usados en Colombia
son: A: primo-vacunacién con cepa 19; B: primo- vacunacién y revacunacion con RB51 a
los 6 meses; C: por ultimo, primo-vacunacién con cepa 19 y revacunacion con RB51 a los
6 meses. Este estudio tuvo como objetivo comparar la efectividad estos tres protocolos
en lecherias pertenecientes al programa de certificacion de predios libres de la
enfermedad en la sabana de Bogota y la asociacion con otras variables del manejo
sanitario de los predios.

Métodos: Mediante un muestreo aleatorio simple fueron seleccionadas 66 vacas para el
protocolo A, 69 vacas para el protocolo B y 69 vacas para el protocolo C, se realizé la
revision en los archivos de los diagndsticos realizados para brucela en el tiempo.
Resultados: La efectividad de la vacunacion en estudio para el protocolo A y C fue del
100% mientras que para el protocolo B fue del 94,2% [IC 95%, 88,68%- 99,72%], con un
valor de p= 0,035. Se determiné que un diagnostico positivo Elisa Competitiva en vacas
estuvo asociado a predios abiertos p=0,004 RR 4,25 [IC 95%: 3,31- 5,64]. La tasa de
incidencia encontrada en este estudio fue de 8 casos por cada 1.000 bovinos en un afio.
Conclusion: Estos hallazgos son consistentes con los reportados en otros estudios de
otros paises e indican que los diferentes protocolos, asi como las cepas para la
vacunacion contra brucelosis bovina son efectivos para prevenir la enfermedad.

Palabras Claves: Brucella abortus, RB51, C19, bovinos, vacunacion.



ABSTRACT

Introduction: Bovine brucellosis is known as a zoonotic, contagious disease, caused by
Brucella spp, which has a negative effect in the milking herds production. The prevention
measures are done through massive vaccination, followed by constant diagnosis and
disposal of positive animals. In Colombia, the vaccination is mandatory for all the female
calves between 3 and 8 months of age, with the following approved protocols: A. 19 strain
once in life in female bovines, B. Strain RB51 in female bovines followed by strain RB51 6
months after the first vaccine, and C. Strain 19 in female bovines followed by strain RB51
6 months after the first vaccine. The aim of the study was to compare the effectiveness
between those three protocols in milking herd which belong to the certification program of
farms free of the diseases in the Bogota’s Savannah and the relationship between other
attributes with sanitary repercussion.

Methods: Based in a simple random sampling where 66 cows selected for the protocol A,
66 for the protocol B and 69 for the protocol C, with this subjects was made the review in
the diagnosis files for the disease in that time.

Results: For the protocol A and C the effectiveness was 100%, whereas the protocol B
was 94,2% [IC 95%, 88,68%- 99,72%], p=0,035. It was found that positive diagnosis by
competitive ELISA in cows is associated to open herds p=0,004 RR 4,25 [IC 95%: 3,31-
5,64]. The incidence rate was 8 cases per each 1.000 bovines in a year.

Conclusion: Those findings are consistent with the reported results in studies from other
countries and indicate that the strains and protocol vaccination against brucellosis bovine
are equally effective to prevent the disease.

Key Words: Brucella abortus, RB51, C19, bovines, vaccination



2 FORMULACION DEL PROBLEMA

2.1 Planteamiento del problema

La brucelosis bovina es una enfermedad infecto-contagiosa de caracter zoonético, barrera
sanitaria para el comercio internacional y causa de grandes pérdidas econdémicas en los
productores.(1) El impacto de la brucelosis en la salud publica, se debe a su caracter
zoonatico; la infeccion al ser humano ocurre la mayoria de las veces por contacto directo
o indirecto con animales infectados o sus productos. (2)

La manipulacion de animales, fetos, placentas y canales infectados, es un riesgo
ocupacional para los veterinarios, trabajadores de plantas de beneficio y trabajadores de
fincas o ganaderos. También, es una de las infecciones mas faciles de adquirir en el
laboratorio, en el manual de bioseguridad para los laboratorios la Organizacién Mundial de
la Salud- OMS, se clasificaron los microorganismos del género Brucella en el grupo de
riesgo Ill. (3, 4)

Sin embargo, un riesgo aun mayor para la poblacion general, es la ingestion de productos
lacteos contaminados sin pasteurizar en zonas donde la enfermedad es endémica. Las
cifras sobre consumo de leche cruda en Colombia, evidencian un riesgo potencial de
infeccion teniendo en cuenta que la prevalencia para Brucella spp en leche cruda se
encuentra entre el 13.2% y 15.8%. En Colombia el consumo diario de lacteos en personas
entre 5 y 64 anos es del 61% y de leche especificamente corresponde al 48.7% por dia.
La produccion diaria en el afio 2009 fue de 15.752.509 litros de leche, de los cuales el
81% fue comercializada, el 9% fue procesado en finca y el otro 10% consumido en la
misma. En el afio 2013, el volumen diario de leche cruda que se comercializo para
consumo humano directo en el pais fue de 702.827 litros. (4-6)

La infeccion en el ser humano causa una enfermedad Illamada fiebre de malta u
ondulante, que puede convertirse en una forma mas crénica y producir complicaciones
graves que afectan el sistema musculo esquelético, sistema cardiovascular y sistema
nervioso central. (4)

El acuerdo de la organizacion mundial de comercio - OMC sobre la aplicacion de medidas
sanitarias y fitosanitarias, tiene como objetivo aplicar restricciones a la importacion de
alimentos para garantizar inocuidad en el comercio e impedir la propagacion de plagas y
enfermedades animales y vegetales. La OMC reconoce a la OIE como la organizacion
competente en materia de sanidad animal e insta a los paises miembros a basar los
reglamentos sanitarios animales de acuerdo a sus directrices. En el cddigo sanitario para
los animales terrestres de 2016, se encuentran consignadas la normas para la brucelosis,
entendida como la infeccion por Brucella abortus, B. melitensis y B. suis, con el objetivo
de mitigar la propagacion de la enfermedad, asi como del peligro para la salud humana.

(7)



En Colombia, el Instituto Colombiano Agropecuario - ICA adelanta un programa de
prevencion, control y erradicacion contra Brucelosis Bovina, actualmente las medidas
sanitarias para el programa estan reguladas por la resolucion ICA 1332 de 2013 y se basa
en tres aspectos: vacunacién masiva, diagnostico y eliminacion de animales positivos. La
situacion actual para la certificacion de zonas libres de brucelosis bovina, muestra que
para el afo 2014 se habian certificado 13.125 predios y 152.327 bovinos, lo que
representa el 2,7% de cobertura del censo de predios ganaderos y 0,7% del censo bovino
nacional. En contraste, la cobertura acumulada de vacunacién contra brucelosis bovina en
el pais para el ciclo Il- 2014 fue de 95% en predios atendidos y 93% en terneras
vacunadas, lo que indica que la vacunacion es la herramienta mas usada en el programa
de prevencion, control y erradicacion de la brucelosis bovina.(8, 9)

El ICA establece dos ciclos de vacunacion anual obligatorios contra brucelosis bovina a
todas la hembras bovinas y bufalinas en edades entre 3 y 8 meses de edad con vacunas
aprobadas (cepa19 y cepa RB51), los protocolos de vacunacion contra brucelosis bovina
usados actualmente son: primovacunacion con cepa 19 en hembras bovinas en edades
de 3 a 8 meses por una vez en la vida del animal, primovacunacion con RB51 en hembras
bovinas en edades de 3 a 8 meses y re-vacunacion con RB51 a los 6 meses, por ultimo
primovacunacién con cepa 19 en terneras de 3 a 8 meses de edad y revacunacion con
RB51 a los 6 meses.(8)

La vacuna cepa 19 es la mas ampliamente usada en el mundo para prevenir la brucelosis
bovina y es la vacuna de referencia para comparar el resto de las vacunas, induce buena
inmunidad frente a desafios moderados por microorganismos virulentos. La efectividad de
la RB51 frente a la cepa 19 aun es motivo de discusion.(4)

Teniendo en cuenta que la vacunacion es la medida contra la brucelosis bovina de
obligatorio cumplimiento con mayor cobertura en el pais, se hizo indispensable comparar
los tres protocolos de vacunacioén y evaluar la asociacion de cada uno con la incidencia de
la enfermedad. Esta investigacion comparé la efectividad de tres protocolos de
vacunacion contra brucelosis bovina para contribuir a la evaluacion de esta medida
sanitaria y aportar con bases cientificas a la toma de decisiones sobre las politicas
sanitarias del programa de prevencion, control y erradicacién de brucelosis bovina.

2.2 Justificacion

Prevenir adecuadamente una enfermedad zoondtica como la brucelosis bovina impacta
positivamente en la salud publica al disminuir el riesgo sobre los trabajadores expuestos a
esta enfermedad de dificil tratamiento(4). Los productores se benefician econdmicamente
al certificar sus hatos como libres de la enfermedad, dado que reciben una bonificaciéon de
10 pesos por litro de leche, contribuye con las metas de abrir puertas a mercados
internacionales teniendo en cuenta la barrera sanitaria establecida de brucelosis para el
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comercio internacional(10), ademas impacta positivamente en los indices reproductivos
que favorecen la productividad de los hatos.

El impacto econdmico de la brucelosis varia segun la zona geografica y el grado de
desarrollo de los paises; es asi como los mas afectados con esta enfermedad son
aquellos en via de desarrollo; por ejemplo, se cuenta con los datos de Argentina, donde
con una prevalencia del 5% de la enfermedad se estimaron perdidas econdémicas de 60
millones USD por afio, es decir 1,20 USD por bovino(11). Asi pues, considerando que la
prevalencia en Colombia de la enfermedad es de un 8%(12), el efecto en la economia,
gue aun no esta determinado podria resultar bastante alarmante.

La vacunacién con C19 y RB51 es una herramienta usada para el control de la Brucelosis
bovina; sin embargo, en Colombia no hay estudios sobre la efectividad del programa de
vacunacion establecido. Actualmente se cuenta con informacién de ensayos clinicos que
comparan la eficacia protectora de las dos cepas, encontrando un 90% y 85% para la C19
y RB51 respectivamente(13).

Asi pues, evaluar las medidas preventivas de un programa de vacunacion se puede
realizar desde dos perspectivas; La determinacion de la eficacia evalla la intervencion
preventiva en los individuos en condiciones ideales mediante Ensayos Clinicos, y la
efectividad evalua la accidén preventiva de la vacuna sobre la poblacion objeto de dicha
intervencion en condiciones reales o habituales de los programas sanitarios, mediante
estudios observacionales analiticos(14)

El presente proyecto de investigacion pretende comparar la efectividad de tres protocolos
de vacunacion contra brucelosis bovina autorizados por el "Programa Nacional de
Prevencion Control y Erradicacion de Brucelosis Bovina", considerando que en Colombia
no se encontraron este tipo de estudios en este campo, ademas busca que los datos
obtenidos permitan considerar estrategias de mejora para el programa y orientar al
ganadero para escoger el protocolo mas adecuado.

Este estudio se realizara con apoyo de una organizacion gremial ganadera de
Cundinamarca, la cual es una entidad ejecutora de vacunacion contra Fiebre Aftosa y
Brucelosis Bovina autorizada por el ICA. Esta organizacién también es Organismo de
Inspeccién Autorizado por el ICA, que mediante la ejecucién de actividades de campo e
inspeccion directa verifica los requisitos establecidos para el programa de prevencion,
control y erradicacién de Brucelosis Bovina. Esta organizacion ha establecido amplio
interés para la realizacion de esta investigacion, puesto que los resultados que se
obtengan presentan un insumo para la toma de decisiones.

Los resultados de esta investigacion deben ser usados como herramientas para la
construccion de evidencia respecto a la proteccion de los protocolos de vacunacion contra
brucelosis bovina en Colombia que orienten al ganadero para escoger el protocolo de
vacunacion mas efectivo, asi como también se presentaran las respectivas
recomendaciones al ente regulador ICA teniendo en cuenta los resultados.
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Se evaluaron las consideraciones éticas de esta investigacion buscando un beneficio, no
se maltratdé ningun ser vivo y adicionalmente se revis6 informacion del pasado, para
buscar beneficios a futuro.

2.3 Pregunta de investigacion

¢ Cual es la efectividad en la prevencioén de animales positivos a Brucella abortus de tres
protocolos de vacunacion contra brucelosis bovina utilizado en hatos lecheros de la
sabana de Bogota pertenecientes al programa de certificacion de predios libres durante el
periodo 2009 a 20167
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3 MARCO TEORICO

3.1Brucella spp.

La brucelosis es el nombre genérico usado para la infeccion en humanos y animales
causada por varias especies del género Brucella, endémica en la mayor parte del mundo,
principalmente Brucella abortus, Brucella melitensis y Brucella suis, las cuales han sido
descritas como las mas patogénicas para el ser humano y el ganado(13). En los bovinos
la infeccion es causada por Brucella abortus principalmente, sin embargo B. melitensis y
B. suis también causan infeccién en los bovinos(15).

La Brucella es una bacteria gram negativa, facultativa, cocobacilo, intracelular, inmovil,
aerobio estricto, productor de ureasa y acido sulfhidrico. Su desarrollo en el organismo
hospedero es lento y como caracteristica adicional no poseen capsulas ni forman
esporas. Tienen un metabolismo oxidativo, ya que utilizan los nitratos como receptor de
electrones, adicionalmente son catalasa y oxidasa positivos, no fermentan los azucares
por lo tanto no modifican la leche, es asi como su presencia en la leche no afecta el sabor
y apariencia de esta y se requiere de pruebas para su identificacion(16).

Las diferentes especies de Brucella obtenida en medio de cultivo se clasifican en rugosas
y lisas. Este aspecto que adquieren las colonias es debido a la expresion del
lipopolisacarido LPS en la superficie bacteriana, LPS-S en las lisas y LPS-R en las
rugosas. De esta manera esa diferencia quimica hace que las cepas de Brucella en fase
lisa sean las mas virulentas y adicional a esto su estructura es similar a la de las
enterobacterias. Las cepas de Brucella en fase lisa son B. abortus, B. melitensis, B.suis 'y
B. neotomae(17).

El componente celular principal para el mecanismo infeccioso de la bacteria se encuentra
en la pared celular su composicién consta de una capa externa y una interna. La capa
externa es una membrana rica en fosfatidilcolina, donde su componente mayoritarios es el
lipopolisacarido (LPS) o endotoxina de 9 mm de espesor, este a su vez contiene tres
regiones: 1. El lipido A, inserto en la hoja externa de la membrana, 2. El oligosacarido
intermedio llamado nucleo y 3. El polisacarido "O" (Cadena "O"; la capa delgada consiste
en un complejo entrecruzado muramil-mucopeptido asociado con lipoproteinas. Las
proteinas porinas y de matriz penetran la capa de peptidoglicano de la célula de la
membrana, algunas de estas proteinas son de interés diagndstico como la glicoproteina
A2 termoresistente, involucrada en la sintesis de riboflavina que aparece en la etapa de
activa de la infeccién y la proteina periplasmatica BP26, que forman parte de un antigeno
denominado CP, empleado en pruebas de ELISA(17, 18).

3.2Brucelosis: Enfermedad Zoonoética
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La brucelosis en una enfermedad zoondtica altamente contagiosa, con elevada
prevalencia en regiones occidentales de Asia, el sur de Europa y Latinoamérica(19) y se
encuentra en la lista de enfermedades epidémicas, segun la Organizacién Animal de
Salud (OIE); por tanto, es una enfermedad transmisible importante desde el punto de vista
sanitario y socioeconomico con repercusiones considerables en el comercio internacional
de animales y productos de origen animal(20).

3.2.1 Transmision y dispersion

En los animales, la transmisién de B. abortus ocurre principalmente por via oral porque las
vacas tienden a lamer los fetos y las descargas genitales que se producen durante el
aborto. La exposicion a la bacteria, también puede ocurrir en el utero o cuando los
terneros nacidos de vacas sanas, son alimentados con calostro o leche de vacas
infectadas. La contaminacién de los corrales o pasturas ocurre cuando las vacas
infectadas abortan o paren normalmente al término de la gestacién. Aunque es
ampliamente aceptado que B. abortus no es excretada por un tiempo considerable previo
al aborto, la excrecién en la descarga vaginal de vacas infectadas puede ocurrir tan
temprano como a los 39 dias después de la exposicion. Una masiva excrecion de Brucella
comienza después del aborto y puede continuar por 15 dias. Aunque la descarga del
tracto genital usualmente se libera de microorganismos después de 2-3 meses de la
infeccion, algunas vacas pueden quedar como portadoras y excretar bacterias de manera
intermitente y por muchos afos(3, 18).

3.2.2 Factores de Virulencia

La capacidad infecciosa de la Brucella, esta en su capacidad de entrar, sobrevivir y
replicar dentro de los macrofagos, células dendriticas (DCs) y tromboblastos de los
mamiferos hospederos(18). Esta bacteria logra sobrevivir dentro de la célula ya que
evade el sistema inmune del hospedero, limitando las respuestas inmunes propias del
organismo, y generando efectos secuestrantes sobre los antibiéticos. En los roles de
supervivencia y replicacion se encuentra involucrado significativamente el sistema tipo 1V
(T4SS), LPS y BvrR/BvrS(21). Es asi como el patdgeno tiene la habilidad de replicarse en
una amplia variedad de células, incluyendo la microglia, fibroblastos, células epiteliales y
células endoteliales(22).

Biologicamente la Brucella es translocada a través de la capa mucosa del epitelio in vivo y
es endocitado por los macréfagos de la mucosa, donde sobrevive y se replica mediante
un mecanismo de internalizacion de cremallera. La patogénesis esta dividida
principalmente en tres fases; primero se encuentra la incubacién, periodo en el cual los
sintomas clinicos no son evidentes, esta etapa ocurre cuando la Brucella ingresa, se
reproduce y se prepara para salir de la célula e invadir a otras; posteriormente sigue una
fase aguda, durante el cual el patégeno invade y se disemina dentro de los tejidos del
huésped, alli se inicia la respuesta inmune y proinflamatoria y sobrevive menos del 10%
de las bacterias que se adaptan reduciendo sus mecanismos moleculares asociados a
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patdgenos; y finalmente la fase cronica en donde se presenta dafno severo y hasta muerte
de los organismos del hospedero, dada la diseminacion de la Brucella. La persistencia de
la enfermedad esta relacionada con la capacidad del microorganismo de sobrevivir en el
sistema linforeticular y causar enfermedad alli como a nivel cardiovascular, hepatico,
neuroldgico y osteoarticular(18, 21).

La sigilosa naturaleza con la que Brucella ingresa a la célula del hospedero, se ha
atribuido en gran parte a la estructura lisa de lipopolisacarido (LPS) en la superficie de la
célula, puesto que la presencia de acidos grasos elongados en la porcién lipidica A, ha
mostrado reducir la toxicidad del LPS de Brucella y reducir la respuesta inmune sirviendo
como un agonista pobre para los receptores de peaje TLR4, consistente con que el
patégeno invade con minima activacion de la célula hospedera. Sin embargo, la Brucella
rugosa que no contiene el polisacarido "O" es citotdxica para los macréfagos(21).

3.2.3 Respuesta inmune hacia Brucella spp

Las acciones de proteccion del huésped estan descritas por la célula Th1, resumida por
los roles de las células TCD4+ y TCD8+(21). Los neutrofilos son las primeras células del
huésped que se ponen en contacto con Brucella. La accién de los neutréfilos bovinos
frente a estas cepas lisas es mayor que la de los neutréfilos humanos, no registrandose
diferencias entre los dos ultimos frente a las cepas rugosas(18).

Otras células que reaccionan ante la presencia de Brucella son los macroéfagos. El ingreso
de la bacteria se produce a través de la interaccion entre la molécula CD14 y el LPS, lo
que induce la produccién de IL12 que estimula las células NK y los linfocitos T
colaboradores o helper (LTH) CD4+, que secretan IFNy favoreciendo el desarrollo de una
respuesta inmune mediada por LTH1. Este subgrupo de linfocitos T estimula
fundamentalmente la respuesta de tipo celular y participa en forma directa en la
proteccion contra microorganismos intracelulares. El hierro presente en los macrofagos
tiene un papel predominante en la eliminacién de los microorganismos ya que cataliza una
reaccion metabdlica destinada a incrementar la produccién de intermediarios reactivos del
oxigeno eliminando los patégenos intracelulares. Una vez fagocitada la bacteria, los
macrofagos poseen la capacidad de destruirla inmediatamente, pero la Brucella es capaz
de inhibir estos mecanismos de destruccion, continuando asi con su proceso infeccioso
sutil(18, 21).

Los linfocitos también son impactados por distintos antigenos de Brucella. Las proteinas
de las bacterias son procesadas dentro de la célula presentadora de antigenos y sus
péptidos asociados a moléculas CMH clase | y Il son presentados a los LTH CD4+ y LT
citotdxicos (LTC) CD8+. Estos ultimos son capaces de lisar macrofagos y otras células
infectadas con Brucella(18).

Los primeros anticuerpos que se generan en el curso de una infeccion son de clase IgM,
seguidos de IgG e IgA. Estudios efectuados en bovinos han demostrado que una elevada
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concentracion de IgG durante una infeccion activa resulta perjudicial ya que inhibe la lisis
complemento dependiente, promueve la fagocitosis de los microorganismos e incrementa
la localizacion intracelular y la diseminacion hacia los distintos tejidos. EI TNF-aparece
contribuir a la formacion de los granulomas que se observan en los tejidos infectados(18,
21).

3.2.4 Diagnéstico y Tratamiento de la enfermedad

Los sintomas observados en bovinos son los abortos mientras que los sintomas
observados en humanos son similares a aquellos presentados en un contagio de un virus
de influenza entre los que se encuentran, fiebre, diaforesis, fatiga, anorexia, mialgia y
artralgia. Adicionalmente la evidencia ha sugerido que dada esta exposicion en humanos,
aumenta el riesgo de aborto en humanos(22, 23).

El diagnostico con certeza unicamente puede ser determinado mediante el aislamiento del
microorganismo en cultivos de sangre, médula 6sea u otros tejidos, lo que se denomina
pruebas directas pueden emplearse los métodos de ELISA, inmunofluorescencia directa,
hemaglutinacion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Distintas pruebas
serolégicas indirectas o pruebas tamiz, se realizan previas a la determinacién directa,
dada la dificultad del aislamiento del microorganismo entre las que se encuentran la de
rosa de bengala, la prueba de fijacion del complemento, Aglutinacion lenta en tubo de
Wright (SAT), prueba de aglutinacién con y sin 2-mercaptuetanol (2-ME), Antigeno
Tamponado en Placa (BPA), Prueba de Coombs , inmunofluorescencia indirecta(lFl) y la
Elisa Indirecta; después de obtener prueba positiva para alguna de las anteriores, se
realiza una prueba confirmatoria o test de alta especificidad como los nombrados
inicialmente(18, 23).

Cuando se utilizan los métodos serolégicos de diagndstico deben tenerse en
consideracion la reactividad cruzada, y el tipo de anticuerpo que predomina en cada
etapa. En la etapa aguda se generan anticuerpos aglutinantes La IgM e IgA iran
descendiendo progresivamente hasta negativizarse antes de los 6 meses, mientras que la
IgG podra permanecer detectable durante 2 6 3 afos. Los anticuerpos de clase IgG
permiten seguir el curso de la infeccion. Dado lo anterior se pueden generar falsos
positivos, es por eso que es indispensable el adecuado manejo y diagndstico con este tipo
de pruebas(18).

Para lograr un diagndstico inicial correcto se recomienda efectuar pruebas que evidencien
la presencia de anticuerpos totales, tanto completos como incompletos. La prueba de
Coombs puede ser reemplazada por los métodos de IFl y ELISA que cumplen con este
requisito y permiten discriminar ademas los isotipos de inmunoglobulinas involucrados.
ELISA presenta pocos inconvenientes ya que es altamente sensible y especifica y detecta
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los isotipos de IgG y IgM en el suero, adicionalmente este test requiere minima cantidad
de muestra en sueros(18, 24).

Respecto al tratamiento indicado para esta infeccion, en hembras bovinas infectadas no
se aplica tratamiento, es decir se realiza la disposicion de esta, es decir eliminacion del
predio; mientras que en humanos el tratamiento de la infeccion es por medio de una
combinacion de antiobioterapia; aunque la respuesta clinica no es rapida ya que la
ubicacion intracelular reduce la eficacia del antibiotico. El tratamiento dura al menos 30
dias con medicamentos clase C (rifampin) y D (tetraciclina y doxiciclina) que no se pueden
usar en mujeres embarazadas(25).

3.3 Medidas de control - Vacunacion

La prevencion de la brucelosis se basa en la administracion de vacunas atenuadas vivas,
se han utilizado cepas bacterianas atenuadas y componentes propios de la Brucella(26).

Las vacunas atenuadas aseguran la induccion de una respuesta inmunitaria completa
contra un gran numero de componentes y una sobre estimulacién del sistema inmune
gracias a la replicacion de la bacteria. Las cepas que actualmente se emplean en la
mayoria de los paises para el control de la brucelosis bovina y de pequefos rumiantes
son: B. abortus S19 (B. abortus cepa 19) y B. melitensis Rev.1, respectivamente. Estas
cepas son capaces de establecer una infeccidon limitada imitando el proceso de infeccién
natural por cepas silvestres y confiriendo de esta manera proteccion contra el aborto y la
infeccion. Sin embargo, el empleo de estas vacunas puede ocasionar abortos en las
hembras gestantes e infertilidad por infeccion genital. Por otro lado, estas vacunas
(también denominadas aglutinégenas) inducen anticuerpos que interfieren con las
pruebas seroldgicas de rutina, impidiendo la diferenciacion entre animales infectados y
vacunados(27).

3.3.1 Vacuna Cepa 19 de Brucella Abortus

La cepa 19 de Brucella abortus es una cepa lisa que posee la cadena O del LPS, por ello,
en animales inmunizados con esta cepa se pueden observar anticuerpos especificos
contra este antigeno del tipo IgG1, IgG2b e IgM. El defecto genético que permite la
atenuacion de esta cepa aun no ha sido definido, pero hace que pierda un mecanismo de
virulencia esencial(28).

Es la vacuna de referencia con la que se compara el resto de las vacunas y una de las
mas utilizadas. Se utiliza como una vacuna viva las edades recomendadas de vacunacion
son entre 3 y 6 meses como una dosis Unica subcutanea de 5-8x10'° microorganismos
viables. Administrar al ganado adulto una dosis reducida de la vacuna puede inducir el
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desarrollo de titulos duraderos de anticuerpos, abortar y excretar la cepa vacunal por la
leche. Alternativamente, se puede administrar a ganado de cualquier edad en dos dosis
de 5-10 x 10° microorganismos viables por via conjuntival; esto produce proteccion sin
una respuesta duradera de anticuerpos y reduce los riesgos de aborto y de la excrecion
en la leche(29).

La vacuna debe prepararse a partir de inodculos derivados del USDA — United States
Department of Agriculture y cada lote ha de probarse para pureza (ausencia de
microorganismos extrafnos), viabilidad (bacterias vivas por dosis) y homogeneidad
(determinacion de la fase de disociacion). La virulencia residual y la inmunogenicidad de
los lotes de indculo para la produccion de vacuna S19 deben comprobarse regularmente
en ratones(29).

Se considera que la vacunacion de los terneros con una dosis completa de vacuna S19
confiere inmunidad duradera, y no se recomiendan dosis posteriores. Sin embargo, no
existe evidencia probada de esto y en areas endémicas puede ser aconsejable la
revacunacion(27).

3.3.2 Vacuna cepa RB51

La vacuna cepa RB51 es una mutacion derivada de la cepa virulenta Brucella abortus
2308, es una cepa rugosa, resistente a rifampicina. Esta cepa es utilizada desde 1996
contra la brucelosis bovina en Estados Unidos y en otros paises, como Chile. Es
administrada en dosis que fluctuan entre 1x1010 y 4x1010 UFC por mililitro (Unidades
Formadoras de Colonias) en bovinos no menores de 4 meses de edad(29).

La proteccion que proporciona la vacunacion con esta cepa se debe a la activacién de
linfocitos T. La vacunacion induce altos niveles de IFN-y, lo cual es fundamental en las
etapas primarias de la infeccion. La inoculacion intraperitoneal de B. abortus RB51 en
ratones resulta en una colonizacién del bazo que desaparece luego de cuatro semanas.
La vacunacién con cepa RB51 permite la diferenciacion entre bovinos vacunados y
aquellos infectados con cepas silvestres debido a que no induce anticuerpos contra la
cadena O del lipopolisacarido. Se ha determinado que puede causar placentitis,
endometritis e infeccion fetal, en vaquillas adultas que han sido vacunadas durante la
prefiez(27).

El estudio del comportamiento protector de la Cepa19 y de la Rb51 ha sido ampliamente
estudiado mediante ensayos clinicos. Un estudio realizado por Peniche et al el cual
evalua la eficacia de las dos vacunas en dos hatos cada uno con un grupo vacunado y
otro no vacunado conociendo la prevalencia de la enfermedad al inicio del estudio. La
RB51 se evalué en un hato con una seroreaccion inicial del 5%, se realizd seguimiento
durante 18 meses y se encontro en el grupo no vacunado un incremento en la tasa de
seroreaccion del 10% al 12.5%, en el grupo vacunado la tasa de seroreaccion se mantuvo
en 0%, por tanto, se concluyd que la eficacia vacunal es del 100%. La Cepa19 se evalud
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en un hato con una seroreaccion inicial del 1.2% después de 18 meses de seguimiento se
encontré en el grupo no vacunado una seroreaccion del 5.8% y en el grupo vacunado de
0.8%; asi la eficacia vacunal fue del 86%. Este estudio concluye que bajo las
caracteristicas de produccion evaluadas tanto la Rb51 como la C19 son biolégicos
eficaces para el control de Brucella abortus(13).

Sin embargo, la evaluacién de los programas de vacunacion contra brucelosis bovina no
es ampliamente estudiada, Martins et al realizo un estudio donde reporta los resultados de
un programa de vacunacion masiva con Rb51 contra Brucella abortus en la region de
Azores un archipiélago en el atlantico, regiéon autonoma de Portugal. La vacunacion
masiva inicia en el 2002, la cobertura para hatos y animales logra el pico mas alto en el
2005, manteniéndose entre el 60% y el 80% respectivamente hasta finales del 2007. La
tendencia muestra una disminucion regular en la incidencia en hatos, prevalencia en
hatos y prevalencia en animales individuales desde el inicio del programa hasta el final del
periodo de estudio. La disminucién para incidencia en hatos, prevalencia en hatos y
prevalencia en animales individuales disminuyo un 69.26%, 39.26% y 75.41%
respectivamente. El estudio mostro que la vacuna Rb51 puede ser usada como
herramienta de erradicacion de la brucelosis bovina con unidades epidemiologicas bien
controladas siempre y cuando la vacunacion mantenga las coberturas en un periodo largo
de tiempo y en combinacion con un adecuado programa de diagnostico y eliminacion de
los animales positivos(30).

3.4 Impacto de la brucelosis en la economia y la salud publica

La brucelosis bovina es relevante desde los puntos de vista socioecondmico y sanitario a
nivel nacional e internacional. La OMS afirma que esta patologia provoca un gran impacto
en la economia de las regiones a nivel de produccion pecuaria y el valor de sus derivados,
afecta de manera importante a los bovinos lecheros, presentandose como
manifestaciones mas sobresalientes: el aborto, la infertilidad y la baja produccion
lactea(31, 32).

La incidencia de la enfermedad varia con valores inferiores a 0.01 por 100.000 habitantes
en los paises desarrollados hasta cifras superiores a 200 por 100.000 habitantes en los
paises menos desarrollados, con una distribucion geografica de brucelosis humana en
estrecha relacion a la distribucion de brucelosis animal(33).

En Colombia los estudios realizados para brucelosis humana se han limitado a la
determinacion de prevalencias en personal de alto riesgo: trabajadores de mataderos,
veterinarios; se han estimado prevalencias en diferentes estudios que varian desde 4 a
8%(2).

La forma inespecifica con que cursa la enfermedad, los problemas en la captacion a nivel
local y el bajo porcentaje de enfermos que acuden a los centros de salud o clinicas,
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conllevan a una subnotificacion y subregistro de los casos que realmente ocurren en el
pais, por ende, los estudios existentes sobre Brucella son esporadicos(34).

La repercusion en la economia es grande; en América Latina se reportan pérdidas en
Argentina de 60 millones de ddlares americanos (USD), en Centro América, de 25
millones de USD(29). En Colombia se han realizado algunos analisis respecto a pérdidas
econdmicas, en 1993 por valores de hasta de 27.000 millones de pesos al afio y en 1999
las pérdidas econdémicas estimadas fueron calculadas en 42.000 millones de pesos
anuales(35) debido a la apertura econémica y la globalizacion y ante la eliminacién de las
barreras arancelarias en el mercado internacional, se han disefiado politicas
gubernamentales para fortalecer la competitividad del sector lacteo colombiano, dentro de
estos lineamientos establece la mision del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) de
proteger la salud de la ganaderia en Colombia, manejar, coordinar y supervisar el
programa nacional de vacunacion y de Buenas Practicas Ganaderas(36).

3.5 Situacion mundial de la brucelosis

La brucelosis bovina se encuentra controlada en la mayoria de los paises desarrollados,
sin embargo la enfermedad clinica es comun en el Medio Oriente, Asia, Africa, América
central, América del sur, Cuenca Mediterranea y el Caribe.

Canada, Japon, Australia y Nueva Zelanda son considerados libres, asi como, paises del
norte y centro de Europa. En el afio 2008, 12 paises de la Union Europea fueron
declarados como indemnes y para el afio 2014 16 paises tenian el estatus de indemnes
de brucelosis bovina; Espafa aun no cuenta con dicho estatus y se encuentra en un
programa de erradicacion de brucelosis financiado por la Unién Europea.

En EE. UU la erradicacion de los hatos bovinos es casi completa, todos los estados estan
clasificados como libres de B. abortus, sin embargo en la fauna silvestre persiste la
infeccion en regiones como el area mayor de Yellowstone, con una diseminacion
ocasional hacia los hatos bovinos(37).

Los paises de América Latina y el Caribe, con ayuda de la cooperacion técnica de la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), han reconocido y abordado las zoonosis
como un problema social, econémico y sanitario. Se han emprendido programas para
prevenir, controlar y erradicar enfermedades, como la rabia, la tuberculosis, la brucelosis,
entre otras. A pesar de estos esfuerzos en América del Sur existen cifras preocupantes de
prevalencia de brucelosis bovina: Argentina, entre 10 y 14%; Venezuela, del 10,5%;
Bolivia, 8,5%; Paraguay, 7,5%; Brasil, 4,7%; Colombia, 4,7%; Chile, entre 3 y 15%;
Ecuador, 6% vy, en Uruguay 0,5%(38).

En Colombia el Instituto Colombiano Agropecuario- ICA como autoridad sanitaria del pais
dicta las medidas para la prevencién, control y erradicacion de la brucelosis bovina, estas
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medidas tienen soporte en la resolucién 1332 de 2013. Establece dos ciclos de
vacunacion contra brucelosis bovina, campafia que se desarrolla en conjunto con la de
Fiebre Aftosa. La vacunacion es obligatoria para todas las hembras bovinas y bufalinas en
edades entre 3 a 8 meses de edad con C19 o RB51, la vacunacion de hembras adultas
solo se realiza con previa autorizacion del ICA y esta prohibida la vacunacién de machos
bovinos. El programa de certificacion de predios bajo la resolucion 1332 de 2013, se basa
en el diagnéstico de animales positivos mediante pruebas autorizadas para el pais. Las
pruebas tamiz son Rosa de Bengala, Fluorescencia Polarizada, Fijacion de Complemento
y Elisa Indirecta; un resultados positivo a cualquier prueba tamiz sera confirmado con
Elisa Competitiva, los predios con al menos un animal con resultado positivo a la prueba
confirmatoria es considerado positivo; la toma de las muestras para el diagnéstico solo
puede ser hecha por funcionarios de sanidad animal del ICA o por Médicos veterinarios
autorizados por el ICA.

La certificacion de un predio como libre de brucelosis bovina se realiza con una serie de
muestreos los cuales deben ser negativos, la primera renovacion de la certificacion es
anual y las siguientes son bianuales. Los costos de este programa son asumidos casi en
su totalidad por el ganadero, la vacuna C19 no tiene costo y es el unico subsidio del
programa(8).
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4 HIPOTESIS

4.2 Hipotesis General

La efectividad en la prevencion de seropositividad para Brucella abortus de los protocolos
Cepa 19, RB 51 y Cepa 19 + RB 51 es similar, en los bovinos del programa de prevencion
control y erradicacion de Brucelosis Bovina durante 2009 a 2016.

4.3 Hipotesis Nula

La efectividad en la prevencion de seropositividad para Brucella abortus de los protocolos
Cepa 19, RB 51 y Cepa 19 + RB 51 es igual, en los bovinos del programa de prevencion,
control y erradicacion de Brucelosis Bovina durante 2009 a 2016.

4.4 Hipotesis Alterna

La efectividad en la prevencion de seropositividad para Brucella abortus de los protocolos
Cepa 19, RB 51 y Cepa 19 + RB 51 es diferente (al menos uno de ellos), en los bovinos
del programa de prevencion control y erradicacion de Brucelosis Bovina durante 2009 a
2016.
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5 OBJETIVOS

5.10bjetivo General

Comparar la efectividad en la prevencion de seropositividad para Brucella abortus de los
protocolos Cepa 19, RB 51 y Cepa 19 + RB 51 en hatos lecheros de la sabana de Bogota
que se encuentran en el programa de certificacion de predios libres de la enfermedad,
durante el 2009 a 2016.

5.20bjetivos Especificos

e Caracterizar los individuos pertenecientes a la poblacion de estudio, segun protocolo
de vacunacion contra brucelosis bovina utilizado, diagndstico de brucelosis y estatus
sanitario de predio.

o Describir la presentacion de brucelosis bovina para los grupos vacunados con cada
protocolo estudiado, en hatos lecheros que se encuentran en el programa de
certificacion de predios libres de la enfermedad en la sabana de Bogota.

e Determinar la asociacion entre la presentacion de le enfermedad y los protocolos de
inmunizacion para Brucella spp., asi como con otras variables individuales y colectivas
en hatos lecheros que se encuentran en el programa de certificacion de predios libres
de la enfermedad en la sabana de Bogota.
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6 METODOLOGIA

6.1 Enfoque metodoloégico de la investigacion

Se planteé el desarrollo de una investigacion desde el enfoque cuantitativo, por tanto, se
eligio una muestra representativa de la poblacion, de la cual se estudian las variables
previamente establecidas y se propuso contrastar una hipotesis principal mediante
analisis estadistico; Lo anterior con el objetivo de comparar tres protocolos de vacunacion
contra brucelosis en hembras bovinas de hatos lecheros que se encuentran en el
programa de certificacion de predios libres de la enfermedad en la sabana de Bogota.

6.2Tipo de estudio

Se desarrollé un estudio observacional analitico de cohorte retrospectivo, se tomaron tres
cohortes cada una con diferente tipo de protocolo de vacunacién contra brucelosis bovina,
se siguieron en el tiempo mediante el diagnostico de brucelosis bovina con pruebas
serologicas tamiz y confirmatorias. Esta cohorte es dinamica, ya que los individuos
ingresan y salen en cualquier momento del seguimiento. La cohorte retrospectiva se
reconstruyo en el tiempo a través de los registros que se encuentran en el organismo de
inspeccion ASOGANADEROS.

6.3 Poblacion

6.3.1 Poblacion o Universo

Hembras bovinas vacunadas contra brucelosis bovina de hatos lecheros en trépico alto.
6.3.2 Poblacién Blanco

Hembras bovinas vacunadas contra brucelosis bovina de razas lecheras que estén en el
programa de certificacion de hato libre en la sabana de Bogota, en el organismo de
Inspeccién de ASOGANADEROS.

La caracterizacion de los predios fue el primer paso para establecer la poblacién blanco,
se obtuvieron 248 predios; la estimacion de todas las hembras bovinas vacunadas y con
diagnostico serolégico en los 248 predios no fue posible ya que todos los registros
estaban en fisico, lo cual requeriria la elaboracion de una base de datos con 85.566
diagnodsticos serolégicos, debido a que estos fueron los que se realizaron entre el afio
2009 y 2016.

6.3.3 Poblacién Elegible
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Hembras bovinas vacunadas contra brucelosis bovina de razas lecheras, que estén el
programa de certificacion de hato libre en un organismo de inspeccion autorizado por el
ICA y que tengan la informacién de las vacunas registrada en los archivos de la finca
entre 2009-2016.

6.3.4 Criterios de inclusion:

e Hembras bovinas vacunadas en los ciclos establecidos por el ICA y que dicha
informacion esté registrada en los archivos de la finca.

e Hembras bovinas negativas a las pruebas tamiz o confirmatorias al momento de la
inclusion en el estudio (programa de hato libre).

e Hembras bovinas sometidas a minimo dos muestreos de diagnostico.

6.3.5 Criterios de exclusion:

e Hembras bovinas sin trazabilidad en los registros.

e Acceso a la informacion denegado por parte del ganadero.

e Hembras bovinas pertenecientes a predios que no vacunan con un unico protocolo
definido.

6.4 Diseino muestra

Este estudio se desarrollé con tres cohortes dinamicas, donde el factor de exposicién o
variable independiente es el protocolo de vacunacién utilizado, definido de la siguiente
manera:

Protocolo A: Vacunacion de hembras bovinas en edades de 3 a 8 meses con Cepa 19.

Protocolo B: Vacunacién de hembras bovinas en edades de 3 a 8 meses con RB51 y re-
vacunacion con RB51 al siguiente ciclo de vacunacion autorizado por el ICA.

Protocolo C: Vacunacién de hembras bovinas en edades de 3 a 8 meses con Cepa 19y
re-vacunacién con RB51 al siguiente ciclo de vacunacion autorizado por el
ICA.
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El diagnéstico para brucelosis bovina se realiza en hembras mayores de 24 meses,
evitando asi sero-positividad a anticuerpos provenientes de la vacunacion. Esta es una
directriz del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA). Las pruebas utilizadas para el
diagnéstico son de tamizaje, como Elisa Indirecta y Rosa de Bengala; y como prueba
confirmatorias Elisa Competitiva.

En este estudio las hembras bovinas ingresaron a cada una de las cohortes con
diagnostico negativo a Brucella abortus, a las cuales se les realizé un seguimiento por un
periodo comprendido entre 2009 y 2016, con dos o0 mas muestreos de diagnostico para el
diagnostico por animal.

La variable de desenlace es un diagndstico positivo a la prueba confirmatoria para
Brucella abortus, lo que se traduce en un animal infectado o enfermo.

Para la muestra fueron seleccionadas las vacas de hatos en proceso de certificacion o
renovacion de la certificacion de predios libres de brucelosis bovina, que cuenten con el
registro de la vacunacion contra la enfermedad en los ciclos establecidos por el ICA y
tengan un diagndstico negativo.

6.5 Muestreo y Seleccién de los Individuos

La metodologia utilizada para realizar el muestreo y la seleccion de los individuos se
dividio en fases, debido a la disponibilidad de la informacion.

La primera fase comprendi6 la caracterizacion de los predios mediante el desarrollo de
una base de datos con la informacion disponible que contiene el nombre del predio,
ubicacion, diagnéstico de brucelosis bovina (fecha, prueba y resultado) y tipo de protocolo
de vacunacion.

Se registraron todos los predios del organismo de inspeccion para un total de 248 predios,
posteriormente se realizd una depuracion de los predios que no cumplieron los criterios de
inclusién por ubicacién e informacién incompleta; finalmente quedaron 203 predios; de los
cuales 159 corresponden al protocolo de vacunacién A, 33 al protocolo de vacunacion B y
11 vacunan con el protocolo C.

El tamafo de la muestra a utilizar se calcul6 mediante el programa EpiDat 4.1 para un
estudio de cohortes, ya que se evaluara las diferencias en efectividad en cada uno de los
protocolos. En el calculo del tamafo de la muestra se tuvo en cuenta una potencia del
90% con un riesgo en expuestos (Protocolo Ay C) del 58% (39), tomado de estudios de la
literatura y con un riesgo en no expuestos (Protocolo 2) del 85% (40, 41), con una razon
entre no expuestos/expuestos de 1:1. Como resultado, cada uno de los grupos se
conforma por 60 individuos; asi que el tamano de la muestra total es 180 animales con 60
animales por protocolo. Aun asi, teniendo en cuenta el porcentaje de pérdidas que se
pueden generar al perder individuos por criterio de exclusién, se determiné un porcentaje
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de pérdidas del 14%, por lo tanto, segun el ajuste final se analizan 69 animales por
protocolo de vacunacion.

La seleccién de los individuos, teniendo en cuenta el tamafio de muestra calculado, se
realizé mediante un marco muestral virtual dado por la mediana de animales por predio,
asi pues se realizé una lista de numeros del 1 al n, donde n es el numero de animales por
protocolo; es decir si para el protocolo A el predio 1 contaba con tres animales se listaba
1,2,3 (un numero por celda), y si el predio B tenia 2 animales entonces se continuaba la
lista con 4 y 5; una vez terminada la lista se asignaron numeros aleatorios en Excel y se
seleccionaron de manera aleatoria los individuos a seleccionar por predio. La técnica
correspondidé a un muestreo aleatorio simple (M.A.S.)

De alli se ingresaron el numero de individuos en el instrumento de recoleccion del cual se
va a realizar el analisis, se ingresaron al instrumento de recoleccion las 210 hembras
bovinas identificadas.

6.6 Descripcion de las variables

o Diagrama de Variables

Dlagnostico de Infecclon
con Brucella abortus a
hembras mayores de 24
meses con serologla.
PROTOCOLOS DE VACUNACION i
+
L1
VACUNACION CON €19 | 7
COHORTE DINAMICA
DE 2009 A 2016 + VARIABLE
INDVEﬁ::DBI;E:‘TIS VACUNACION CON RB51 YRE- 1 DEPENDIENTEO
VACUNACION CON RES1 2 DESENLACE
0 EXPOSICION -
VACUNACION CON C13Y RE- | l I +
VACUNACION RES1 | | l -

Grafico 1. Descripcion de variables

e Descripcion de las Variables
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Tabla 1. Descripcion de las variables

Nombre

Predio
Municipio
Vereda

Protocolo de
vacunacion

Prueba Tamiz

Diagnoéstico
de brucelosis
Edad en
diagndstico
positivo
Estado del
Predio
Asistencias
Técnicas

Practicas
Reproductivas

Disposicion
adecuada del

material
abortado

Lugar de parto

Tiempo de
seguimiento

Codigo

Predio
MUN
VER

PV

TAM

DX

AGE

EP

ASIST

REPR

ABOR

L_PAR

T_POS

Tipo de
Variable

Independiente
Independiente
Independiente

Independiente

Dependiente

Dependiente

Independiente
(Confusion)

Independiente
(Confusién®)

Independiente

Independiente

Independiente

Independiente

Independiente

Clase

Cualitativa
Cualitativa
Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativa

Escala de
Medicion
Nominal
Nominal
Nominal

Categbrica

Categbrica

Nominal

Razon

Categbrica

Categbrica

Categbrica

Categbrica

Categbrica

Razon

Descripcion

Nombre del predio
Nombre del Municipio
Nombre de la vereda

Protocolo A
Protocolo B
Protocolo C

Rosa de bengala,
Elisa Indirecta

Elisa Competitiva

Edad en meses

Abierto/ Cerrado

Si/No

Monta Directa,
Inseminacion artificial,
Mixta

Si/No
Hato de produccién/

Paridera

Dias

Medida

11213

+0-

+0-

meses

12

12

1,2,3

12

12

Dias

La variable estado de predio se refiere a aquellos predios en los cuales no ingresan
bovinos de otros predios es decir las hembras bovinas son reemplazadas por sus crias
hembras y no compradas en otros predios.

6.7

Técnicas de Recoleccion de informacion

La informacion analizada en esta investigacion proviene de dos fuentes secundarias, que
son: los registros de analisis de brucelosis y los registros de vacunacién; los primeros
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correspondieron a la informacién sobre el diagnéstico positivo o negativo a Brucella
abortus de cada una de las hembras bovinas de un predio, esta informacion se
encontraba en el Organismo de Inspeccion Autorizado ASOGANADEROS, ellos
realizaron la toma de las muestras de sangre de los bovinos y las enviaron a los
laboratorios autorizados para el diagndstico de brucelosis bovina; también, procesaron la
informacion de los resultados y presentaron los informes que requiera el ICA en el marco
del programa de certificacion de predios libres.

La segunda fuente de informacion es sobre la vacunacion de cada una de las hembras
bovinas de un predio, la cual se encontraba en el Organismo de Inspeccion Autorizado
ASOGANADEROS, en los archivos propios de los predios.

Una vez recolectada la informacién que se encontraba en medio fisico, se procedio a
diligenciar las bases de datos, teniendo en cuenta cada una de las variables de analisis y
la respectiva informacion para la identificacion y trazabilidad de cada una de las hembras
bovinas. Esta informacion fue digitalizada por las investigadoras.

La recoleccion de la informacion sobre el manejo sanitario del predio se realizé a través
de ASOGANADEROS, un veterinario inspector a autorizado por el ICA adscrito a este
organismo de Inspeccidén realizo el contacto con la persona encargada del manejo
sanitario en los predios seleccionados y mediante una encuesta telefénica se recogieron
los datos.

6.8 Control de errores y sesgos

e Sesgo de Seleccién

Para controlar errores en la seleccion de los sujetos se realizo la seleccion aleatoria de los
sujetos incluidos en la muestra. asi mismo, se calculé un tamafio de muestra adecuado a
la diferencia que fue posible encontrar en la efectividad de los protocolos,
el cual se realizé mediante el programa EpiDat4.1 para un estudio de cohortes,
determinando un porcentaje de pérdidas del 14%. En el estudio no se consideraron
sesgos por pérdidas de seguimiento, ya que, si el sujeto elegido aleatoriamente no
cumple con los criterios de inclusion, se descarta y se procede a tomar el siguiente
individuo del registro.

e Sesgo de informacién

El presente estudio al tratarse de una cohorte histdrica, utiliza fuentes
de informacion secundaria, correspondiente a los registros de informacion del organismo
de inspeccion. La informacion es confiable ya que esta sujeta a auditorias permanentes
por parte de la autoridad sanitaria y se encuentra en proceso de certificacion de calidad
ISO 17020; adicional a esto fue diligenciada adecuadamente dentro del proceso
de certificacion de hatos lecheros y con base en el programa de prevencion control
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y erradicacién de Brucelosis Bovina. Como una estrategia de control una vez
seleccionados los sujetos de investigacion en cada grupo de exposicion a los protocolos
de vacunacion se realiza confirmacion del dato en los registros de vacunacion.
Adicionalmente, se consider6 que dichos procesos de control haran la informacion valida
y que, aunque seria deseable no se realizara depuracién o verificacion de la informacion
por asuntos logisticos.

e Sesgo de confusion y modificacion del efecto

En este estudio se realiz6 la revision de diferentes variables de manejo sanitario del
predio como asistencia técnica, buenas practicas de disposicion de
material biolégico abortado, estado sanitario del predio, raza del animal,
practicas reproductivas y lugar del parto, y asi de ser posible determinar si existen
asociaciones con la variable de desenlace.

6.9 Técnicas de procesamiento y analisis de los datos

Para el procesamiento y analisis de los datos se utilizé el programa “IBM SPSS Statistics”,
el analisis univariado incluyé de medidas de frecuencia, como: frecuencias absolutas y
relativas para tipo de protocolo usado; vacuna usada; prueba tamiz usada; estados de
predio; numero total de vacas vacunadas e infectadas; numero de predios infectados.,
también se calcularon medidas de tendencia central y dispersion.

Se realizé un analisis de correspondencias multiples con el programa XLSTAT - Base
para la poblacion, con el fin de determinar hipétesis sobre aspectos que pudieran influir en
la efectividad de los protocolo de vacunacion.

Se calculd la tasa de incidencia de Brucelosis en la poblacion objeto de estudio.

Se realizé andlisis bivariado para determinar los factores asociados con las dos variables
desenlace: positividad a la prueba tamiz y positividad a la prueba confirmatoria, se incluy6
comparacion de medias en las variables independientes continuas, tablas de 2x2 con
pruebas Chi? en el cruce de variables cualitativas y también calculo de RR con intervalos

de confianza de 95%.

Finalmente se realizé comparacion de la efectividad de los protocolos por medio de tablas
cruzadas utilizando una prueba estadistica de Chi.

6.10Prueba Piloto

Se realizé una prueba piloto para evaluar el instrumento de recoleccion de las variables
del manejo sanitario de los predios para esto se realizaron unas llamadas a personas
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encargadas del manejo sanitario de predios que no estaban en el estudio. Como resultado
de la prueba se adiciono la variable lugar de parto y se ajusté la forma de las preguntas
para que fueran concretas en la respuesta como por ejemplo si 0 no. También se decidio
que las preguntas fueran hechas por maximo dos personas y desde ASOGANADEROS,
para generar confianza en las personas que iban a responder ya que conocen la entidad y
asi mismo esto genera confianza en las respuestas.
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7 CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio sugiere consideraciones éticas debido a que requiere el uso de informacion
oficial de entidades que planean, desarrolla y ejecutan el programa de prevencion, control
y erradicacion de la brucelosis bovina como el Instituto Colombiano Agropecuario, los
Organismos de Inspeccion Autorizados.

El ICA como autoridad sanitaria autorizo la presente investigacion bajo condiciones de
confidencialidad y manejo apropiado de la informacion del organismo de inspeccion
ASOGANADEROS. Esta autorizacion fue dada mediante oficio fisico a través de la
direccidon técnica de sanidad animal. Por tanto, no se reveld el estatus sanitario de los
predios, adicionalmente este trabajo veld por el respeto del buen nombre y Ila
confidencialidad de los datos de los propietarios de los predios.

El manejo de esta informacion solo fue utilizado para cumplir con los objetivos de esta
investigacion, no se sacaron conclusiones que no estén contempladas.

Las limitaciones y los sesgos seran controlados en todas las etapas del estudio disefio,
ejecucion y resultados para evitar conclusiones erroneas. Complementario a esto
ASOGANADEROS realiz6 una encuesta a los predios seleccionados, quienes se les
explico telefénicamente para que se les realizaba la encuesta y dieron su consentimiento
para responder las 5 preguntas.

Todos los integrantes del grupo de investigacion estaran prestos a dar informacion sobre
el estudio a entes organizados, aprobados e interesados en conocerlo siempre y cuando
sean de indole académica vy cientifica, preservando la exactitud de los resultados vy
haciendo referencia a datos globales y no a pacientes o instituciones en particular.

Se mantendra absoluta confidencialidad y se preservara el buen nombre institucional y
profesional.

El estudio se realizara con un manejo estadistico imparcial y responsable.

No existe ningun conflicto de interés por parte de los autores del estudio que deba
declararse.
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8 RESULTADOS

Se realizé un estudio para comparar la efectividad de tres protocolos de vacunacion
contra brucelosis bovina en hatos lecheros de la sabana de Bogota que se encuentran en
el programa de certificacion de predios libres de la enfermedad, mediante un estudio de
cohorte retrospectiva de 2009 a 2016.

8.1 Descripcién de la poblacién objeto de estudio

8.1.1 Caracterizacion de los individuos

El tamano de la muestra para esta investigacion es de 204 unidades de analisis donde
aquellas hembras bovinas seleccionadas debian ser pertenecientes a municipios de la
sabana de Bogota. La siguiente tabla muestra la distribucion de los bovinos en los
diferentes municipios, siendo los municipios de Funza y Facatativa en donde se encuentra
la mayor parte de la muestra ambos con un 16,2%.

Tabla 2. Distribucion geografica de las hembras bovinas en el estudio

Frecuencia Porcentaje

FACATATIVA 33 16,2%
FUNZA 33 16,2%
EL ROSAL 16 7,8%
TABIO 16 7,8%
SUBACHOQUE 15 7,4%
TENJO 14 6,9%
MOSQUERA 11 5,4%
MADRID 9 4,4%
FACATATIVA 7 3,4%
SOACHA 7 3,4%
SUBA 6 2,9%
COTA 5 2,5%
SABANETA 5 2,5%
SUESCA 5 2,5%
TOCANCIPA 5 2,5%
CAJICA 4 2,0%
SESQUILE 4 2,0%
GACHANCIPA 2 1,0%
BOJACA 1 0,5%
FACATIVA 1 0,5%
GACHANCIPA 1 0,5%
SISGA 1 0,5%
USME 1 0,5%
ZIPACON 1 0,5%
ZIPAQUIRA 1 0,5%
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Con respecto a las caracteristicas en el manejo sanitario de los predios considerados
factores de riesgo para infeccion de Brucelosis Bovina en las ganaderias de leche
pertenecientes a la sabana de Bogot4; el objetivo de analizar estas variables es evaluar si
interfieren con la efectividad de la vacunacion ya que el desafio para la proteccién de
vacunacion podria ser diferente en los predios con mayor riesgo de infeccion.

El 75,0% de las hembras bovinas analizadas pertenecen a predios en los cuales no
ingresan bovinos de otros predios es decir se consideran predios cerrados.

Se evalu6 si los predios contaban con asistencia técnica profesional por un médico
veterinario, encontrando que el 89,7% de las hembras bovinas evaluadas provenian de
predios que cuentan con asistencia técnica permanente es decir existe un profesional
responsable del manejo sanitario.

En cuanto a los tipos de practicas reproductivas se encontré6 que la mayoria de las
hembras bovinas analizadas pertenecen a predios donde se usa inseminacion artificial
con un 51,5%, aunque la combinacién de ambas practicas inseminacion artificial y monta
directa también se usa en buena parte de la muestra analizada con un 48,0%.

La mayoria de las bovinas hembras analizadas corresponden a predios que realizan
disposicion adecuada del material abortado con un 81,4%.

El 91,7% de los animales pertenecen a predios que tienen un lugar aparte del hato de
produccion para el momento del parto.

Tabla 3. Factores de riesgo.

Variable Categoria Frecuencia Porcentaje IC 95%

) Abierto 51 25.0% 19.0% - 30.9%

Estado del Predio g rrado 153 75.0%  69.0% - 80.9%
Asistencia Técnica Ocasional 21 10.3% 6.1% - 14.4%
Permanente 183 89.7% 85.5% - 93.8%

Monta Directa 1 1.0% 0,0% -1,4%

Practicas Combinacion 98 48.0% 41.1% - 54.8%
Reproductivas Inseminacion 105 515%  44.6% - 58.3%
Disposicion de No 38 18.6% 13.2% - 23.9%
material abortado Si 166 81.4% 76.0% - 86.7%
Hato 17 8.3% 4.5% - 12.0%

Lugar del parto Paridera 187 91.7%  87.9% - 95.4%

Se determind la edad en afios de los bovinos al momento del ingreso del estudio y los
dias de seguimiento en el estudio. Se obtuvo una distribucion no normal para ambas
variables; El 50% de la poblacion tiene menos de 4,8 afios al ingreso al estudio y menos
de 733 dias de seguimiento.
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Tabla 4. Variables edad y dias de seguimiento.

. Percentil . Percentil . . Rang Amplit .
Media o5 Mediana 75 Min Max o ud P
Edad (Afios) 5.2 3.2 4.8 6.1 1.7 124 10.7 29 0.00
Dias — de o555 503 733 14345 93 2,961 2,868 932  0.00
seguimiento

8.1.1 Analisis de correspondencias multiples

Con el fin de determinar hipétesis sobre aspectos que pudieran influir en la efectividad de
los protocolo de vacunacion, se realizé un analisis de correspondencias multiples para la
poblacién bovina objeto de estudio con el programa XLSTAT, se observé que las
dimensiones 1 y 2 explican el 37,62% de la variabilidad de los datos, siendo el valor
propio de la inercia en la dimension 1 de 0.269 lo que corresponde a 19,76% y de la
dimension 2 0,263 que contribuye a 17,85%. Ver Grafico 2.

Grafico 2. Grafico de sedimentacion de las dimensiones.

0,025 100

Valor propio
Inercia ajustada (%)

FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 Fl4
eje

El analisis de correspondencias multiples permitié establecer los siguientes perfiles de
acuerdo a las variables: (Figura 2)

Un primer perfil asocid6 de manera significativa las caracteristicas: pertenecer a los
municipios de Bojaca y Soacha con asistencia técnica ocasional y lugar de parto hato; el
segundo perfil asocié de manera significativa las caracteristicas: pertenecer al municipio
de Mosquera, de predios categorizados como cerrados y quienes dentro de sus practicas
reproductivas utilizan exclusivamente la técnica de inseminacion artificial. En el Perfil 3 se
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observo que hubo asociacion significativa entre los bovinos del municipio de Facatativa,
provenientes de predios abiertos y que utilizan practicas reproductivas combinadas entre
monta directa e inseminacion artificial, finalmente el perfil 4 asocié aquellos bovinos del
municipio de Funza, quienes recibieron asistencia técnica permanente y los partos en
parideras. Aun cuando se observaron asociaciones significativas con varias
caracteristicas ninguna de ellas se asoci6é con el protocolo de vacunacion implementado o
con las seropositividad, por lo que es posible que dichas variables no influyan en el
resultado de la inmunizacion.

Grafico 3. Perfiles de los bovinos en hatos lecheros de la sabana de Bogota.
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e Variables e Observaciones

8.1.2 Tasa de Incidencia

Dado que se analizé una cohorte dinamica de tiempo entre 2009 y 2016 se logro
determinar la tasa de incidencia de la enfermedad en la muestra. Teniendo en cuenta que
los dias de seguimiento fueron 188.344, con una distribucion no normal, se obtiene que la
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densidad de incidencia de la enfermedad es de 8 casos por cada 1.000 bovinos en un
afo.

Tasa de Incidencia de Brucelosis = * 365 = 7,75

188344

8.2 Factores asociados con diagnéstico definitivo para brucelosis y
positividad en las pruebas tamiz

Se realizé un analisis bivariado para determinar los factores asociados con las dos
variables desenlace consideradas como positividad a la prueba tamiz y positividad a la
prueba confirmatoria; se encontré que la asistencia técnica, las practicas reproductivas,
disposicién del material abortado y lugar del parto no estaban asociados a la presentacion
de un diagnostico positivo a Brucelosis Bovina (p>0,05) como se observa en la tabla 5.

El factor que se asocié con un diagnostico positivo a Brucelosis Bovina fue el Estado de
Predio (p=0,004), se estimo el riesgo relativo de la cohorte predio abierto (RR: 4, 25 IC:
3,314 — 5,64) y se evidencio que en los predios donde se ingresan vacas de otros predios,
tienen 4 veces mas probabilidad de tener vacas con un diagnostico positivo a brucelosis
bovina.

Tabla 5. Factores de riesgo y variables diagndstico definitivo y positividad en tamizaje

Diagnostico Definitivo Positividad en Tamizaje
VARIABLE
p RR p RR
Estado de predio (Abierto o (). 421C: 3,3-5,6 0,1 3,21C: 0,8-11,6
cerrado)
Asistencia Técnica 1,00 1,01C: 1,0-1,0 0,6 1,01C: 1,2-1,0

(Permanente u Ocasional)

Practicas Reproductivas
(Monta directa y 1,00 1,01C: 0,9-1,0 1,0 1,21C: 0,9-1,0
combinacién)

Practicas reproductivas
(Monta directa e 1,00 1,01C: 1,0-1,1 0,1 1,01C: 0.9-1,0
Inseminacion artificial)

Practicas reproductivas
(Combinacion de ambas

) amba 0,62 0,31C: 0,0-3,4 0,6 0,2 IC: 0,05-1,2
practlcas e Inseminacion
artificial)
Disposicion de material 1,00 1,21C: 1,0-1,0 0,1 1,01C: 1,0-1,1
abortado. (Si o No) ’ ’ T ’ ’ T
Lugar de parto (Hato o 1,00 1,21C: 1,0-1,0 0,6 1.01C: 1,0-1,0

paridera)
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Se realiz6 analisis de la variable edad con las variables desenlace diagndstico definitivo y
positividad a la prueba tamiz con la prueba estadistica de Mann Whitney, se pudo
establecer que las medianas de edad en el grupo que tuvo diagndstico definitivo positivo
para Brucelosis fueron diferentes a las medianas de edad en el grupo que presentaron
diagndstico definitivo negativo para brucelosis con un valor de p=0,027.

El analisis de los datos para los sujetos respecto a la edad y la positividad a la prueba

tamiz no fueron estadisticamente significativos.

8.3Comparacion de la efectividad de los protocolos de vacunacién

La distribucion de los animales en las variables utilizadas para comparar la efectividad de
los protocolos de vacunacion se ve reflejada en la tabla 6, donde de acuerdo a la
metodologia y muestreo utilizado se aleatorizaron 69 animales para cada protocolo, y en
el caso del grupo de Cepa 19, se presentaron 3 pérdidas.

El 2% de los animales muestreados dieron positivo a prueba diagnéstica definitiva para
Brucella 'y 4,9% dieron positivo a prueba diagndstica tamiz. Ver tabla 7 y 8.

Tabla 6. Distribucion de la poblacién segun el protocolo de vacunacion

Frecuencia IC 95%
Cepa 19 66 (32,4%) 25,9%- 38,8%
Protocolo RB51 69(33,8%) 27,3%-40,2%

Cepa 19+ RB51  69(33,8%) 27,3%- 40,2%

Se realiz6 comparacién de la efectividad de los protocolos por medio de tablas cruzadas
utilizando una prueba estadistica de Chi? se obtuvo el valor de 0,035 el cual indica que
existe una diferencia significativa; no obstante dicho estimador no permite concluir sobre
las diferencias reales en los protocolos dado que existieron casillas en cero (0), es decir
que para los protocolos de Cepa 19 y de Cepa19+RB51 ningun animal tuvo diagndstico
definitivo para la enfermedad, por lo tanto calcular la medida epidemiolégica de riesgo
relativo no fue calculada y se procedidé a observar la variabilidad de los estimadores de
efectividad comprandolos mediante un grafico de error (grafico 4).

Sin embargo, podemos obtener los resultados de la efectividad en cada uno de los

protocolos.
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Tabla 7. Efectividad de los protocolos de vacunacion vs diagnéstico definitivo

Diagnéstico Diagnostico
Definitivo Positivo 1C95% Definitivo Negativo 1C95% o]
Cepa 19 0 0,00% 66 (100%) 100%
0,28%- 88,68%-
0, I 0, El
Protocolo RB51 4 (5,80%) 11,32% 65 (94,2%) 99.72% 0,035
Cepa 19+ 100%
Rsz1 0 0,00% 69 (100%) °
Total 4 200

Grafico 4. Grafico de error efectividad de los protocolos de vacunacion.

94,2%
100% ! 100%

Efectividad

Cepal9 RB51 Cepal9+RB51

v

Tipo de protocolo

Adicional a este analisis se determin6 como segunda variable desenlace el diagndéstico
positivo en pruebas tamiz, dando como resultado la tabla 8, donde se puede evidenciar
que el 3% vacunados con Cepa 19 se enfermaron, el 7,20% con RB51 y el 4,30% con
Cepa19+RB51. Sin embargo al calcular si existia alguna diferencia entre los resultados de
los diferentes protocolos, se obtuvo un valor de 0,613 para un Test Exacto de Fisher, por

lo tanto se puede determinar que no hay diferencias significativas entre los protocolos
para obtener diagndstico positivo en pruebas tamiz.

Tabla 8. Efectividad de los protocolos de vacunacion vs diagnéstico Tamiz.

Prueba Prueba
tamiz IC 95% tamiz IC 95% ¢]
positiva negativo
Cepa 19
2 (3.0%) -1.1%-7.1% 64 (97.0)% 92.8%-101.1% 0.613
RB51
Protocolo 5(7.2%) 1.10%-13.30% 64 (92.8%) 86.7%-98.9%
Cepa 19+
RB51 3 (4.3%) -0.4%-9.0% 66 (95.7%) 90.9%-100.4%
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9 DISCUSION

La presente investigacion es la primera realizada en Colombia donde se evalua la
efectividad de la vacunacion contra Brucelosis Bovina en el contexto del programa de
prevencion, control y erradicacion donde la vacunacion constituye una de las
herramientas mas importantes para la prevencion de enfermedades trasmisibles vy
estudiar la efectividad de un programa de vacunacion corresponde evaluar los efectos
sanitarios en los individuos vacunados en condiciones de aplicacién no optimas o las
habituales de los programas de vacunacion (42).

La comparacion de la efectividad de los protocolos de vacunacion se realizé por medio de
una prueba estadistica de Chi? obteniendo un valor de p= 0,035 indicando asi que existe
una diferencia estadisticamente significativa entre los tres protocolos de vacunacion, si
bien este valor de p es significativo al ser menor de 0,05, las frecuencias de diagndstico
positivo para Cepa 19 y RB51+Cepa19 fueron 0 (Ver Tabla 7), de tal forma, las
diferencias calculadas seguramente estaran relacionadas con RB51 que correspondio al
protocolo que presentd los casos de brucelosis. En tal sentido, se asumié que dichas
diferencias pueden ser derivadas de la imposibilidad de encontrar sujetos positivos en los
otros 2 protocolos y por ello, se compararon las variabilidades de los estimadores de
efectividad, encontrando que existe una muy alta probabilidad de que las efectividades
sean iguales. asi que no es concluyente, y al ahondar en los casos positivos se encontro
que 3 de 4 correspondieron a un mismo predio y a un mismo muestreo serolégico de
diagndstico, es decir que estos 3 animales al ser diagnosticados al mismo tiempo pueden
corresponder a un foco de infeccion tratandose de casos que comparte un mismo espacio
geografico y por consiguiente los mismos factores de riesgo para la enfermedad, siendo
asi y teniendo en cuenta el analisis previamente reportado se concluye que no hay
diferencias entre la efectividad de los tres protocolos.

Entre las caracteristicas de las vacunas usadas para la prevencion de brucelosis bovina
una muy importante es la interferencia con el diagnostico seroldgico de la enfermedad
como es el caso de la Cepa 19 que contiene la cadena O- del lipopolisacarido y en los
bovinos vacunados produce anticuerpos a esta cadena que son los mismos que se
detectan en las pruebas seroldgicas para determinar infecciéon por cepas de campo lo que
dificulta diferenciar animales vacunados de infectados(43). El contexto de la brucelosis en
cada region determina las pruebas diagndsticas a usar para identificar los animales
infectados, en paises como Colombia en el cual se usa cepa 19 y pruebas altamente
sensibles como Rosa de Bengala se realizan pruebas confirmatorias mas especificas para
determinar si son anticuerpos vacunales o realmente infectados. Sin embargo, el
concepto "prueba confirmatoria" no es absoluto, un bovino positivo a Rosa de bengala y
negativo a la prueba confirmatoria puede ser un bovino en estado temprano de infeccion.
La interferencia para discriminar entre animales vacunados e infectados en nuestro
estudio se controld escogiendo hembras vacunadas entre 3 y 8 meses de edad y el
diagnodstico fue realizado minimo a los 24 meses e ingresaron seronegativas al
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seguimiento. Lo que indica que los animales encontrados como positivos en nuestro
estudio son animales realmente infectados.

El analisis de correspondencias indica que el manejo sanitario de los predios puede estar
relacionado con el municipio al cual pertenecen; La asistencia técnica ocasional y el lugar
de parto en el hato se asocia a bovinos pertenecientes a los municipios de Bojaca
posiblemente porque alli la regién se caracteriza por ser una zona de minifundio donde la
tecnificacion de los hatos es menor, donde el promedio de bovinos por predios es de 22,
como consecuencia el manejo sanitario no es tan estricto. Estas mismas caracteristicas
en el manejo sanitario estan asociadas al municipio de Soacha, es posible que por la
cercania a la ciudad la consecucion de trabajadores con experiencia en el sector sea
precaria y pueda generar que el manejo sanitario de las fincas no sea el éptimo. También
afecta que muchas fincas se han urbanizado y algunas estan en proceso de urbanizacion
lo que puede influir en no tener un sistema de produccién con proyeccion a futuro.

Mosquera ha sido un municipio productor de leche por excelencia el promedio de bovinos
por predio es de 54 y se caracterizan por un manejo sanitario adecuado la produccion es
tecnificada y concuerda con usar Inseminacion artificial y no permitir el ingreso de
animales.

El municipio de Facatativa estd asociado a usar practicas reproductivas combinadas y
predios abiertos, este municipio es un corredor entre la regién del Gualiva y la Sabana de
Bogota el comercio de ganado alli es importante lo cual puede sugerir que el ingreso de
bovinos a los predios es una practica comun. La presencia de predios pequefios en este
municipio es frecuente lo que puede sugerir que las practicas sanitarias no sean tan
estrictas, por tanto, es posible que no todos los ganaderos tienen termo de congelacién de
paijillas y utilicen la monta directa también como alternativa.

El sistema de produccion en el municipio de Funza se caracteriza por ser tecnificado y tal
como se evidencia el manejo sanitario es adecuado, ademas son predios que cuentan
con 46 bovinos por predio, se asocian con recibir asistencia técnica permanente y manejo
de los partos aparte.

Datos precisos y actuales sobre la incidencia de la enfermedad en nuestra regién no
estan descritos. Generalmente se encuentra informacion sobre la region asiatica, ya que
tanto alli como en Latinoamérica se encuentra la mayor prevalencia de Brucelosis Bovina.
Como se ha determinado mundialmente segun la OIE las zonas con mas presencia de
brucelosis bovina son Latinoamérica y Oriente Medio. En Colombia la incidencia varia
entre 2% y superior al 5%, donde la regién andina tiene un valor de 3,2%, estos datos
corresponden a informacion del ICA del afio 2008 y se ajustan con lo reportado por la
OPS/OMS (18, 44, 45), Lo que concuerda con lo determinado en esta investigacion para
la sabana de Bogota ya que durante 2009-2016 se enfermaron 4 animales de 204 lo que
equivale aproximadamente al 2%.
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En este estudio, las vacas fueron vacunadas de acuerdo al programa nacional de
erradicacion de brucelosis bovina, sin embargo, asi pertenezcan al programa es imposible
controlar todas las variables que afectan la efectividad de la vacunacion. Existen reportes
de la disminuciéon de la enfermedad con vacunacion masiva y eliminacién de animales
positivos; un estudio realizado en el archipiélago de Azores en Portugal zona que produce
el 30% de la leche en ese pais, reporta los resultados de la implementacion de la
vacunacion masiva con RB51 integrada a dos estrategias de diagndstico y eliminacion de
animales. Alli se observé que a medida que aumentaron en el tiempo las coberturas en
los hatos y por animal de 60% y 80% respectivamente desde el afio 2002 hasta el 2007,
la incidencia en hatos disminuyo en un 69.26%, la prevalencia en hatos disminuyo en un
39,3% y la prevalencia en animales disminuyo en un 75,4%.(30) Concluyendo que una
masiva vacunacion combinada con estrategias como diagndstico y eliminacion de
animales positivos puede ser una herramienta util para erradicar la brucelosis bovina. Esto
puede ser similar a lo encontrado en nuestro estudio en donde fueron analizados
animales de unidades epidemioldgicas "predios" que pertenecen al programa de
certificacion de fincas libres de brucelosis bovina, cuyas estrategias son las mismas
vacunacion masiva, diagnostico periddico y eliminacion de los animales positivos a las
pruebas confirmatorias. Esta estrategia podria explicar que para la muestra analizada en
este estudio la incidencia es baja con 8 casos por cada 1.000 bovinos en un afio.(30)

Aunque la vacunacién ha demostrado disminuir significativamente la prevalencia vy la
incidencia de la brucelosis bovina, la efectividad de esta puede verse afectada y retada
por la presencia elevada de la bacteria, la raza, edad como variables individuales, aunque
también por las condiciones del entorno como los son el estado del predio, tamafo del
predio (46-48), el lugar de parto, la frecuencia de las asistencias técnicas y las practicas
reproductivas, estos factores de riesgo fueron evaluados en un estudio realizado en
Brasil en 2016 donde se obtuvo que en hatos grandes el riesgo de infeccion OR es de
3,42 [CI95% 2,98-3.91] comparado con hatos pequefos, el uso exclusivo de
inseminacion artificial es un factor protector versus las otras formas de reproduccion con
un OR de 0,57 [IC 95%0,40-0,81] y la asistencia veterinaria regular también actiua como
un factor protector con un OR de 0,68 [0,60-0,77](49). Estas variables fueron evaluadas
en la presente investigacion, aunque dada la baja incidencia de la enfermedad no se pudo
analizar extensivamente, pudiendo determinar que los cuatro animales que fueron
positivos a la enfermedad pertenecen a predios abiertos, es decir aquellos predios que
permiten ingreso de animales al hato. Otra variable que puede interferir con la efectividad
de la vacunacioén es predio abierto, en este estudio fue significativo y esta asociado con la
presentacion de bovinos positivos en los predios, lo cual concuerda con lo reportado en la
literatura. En Eritrea en la regién de Asmara un pais ubicado al norte de Africa, se realizé
un estudio en un area donde se encuentra la mayoria de granjas lecheras intensivas del
pais; alli se observé que las granjas con razas mixtas tenian mayor riesgo de presentar
animales positivos a brucelosis bovina debido a que son granjas en las cuales ingresan
bovinos comprados lo cual aumenta el riesgo de ingresarlos infectados al hato. (48)
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La comparaciéon de la efectividad de tres protocolos de vacunacion contra Brucelosis
Bovina en un programa de vacunacion no esta reportada, sin embargo, la evaluacion de
las cepas vacunales C19 y RB51 se ha realizado en hospederos naturales mediante
ensayos clinicos controlados con desafios virulentos controlados. La eficacia de las
vacunas en brucelosis bovina varia segun el grado de exposicion a la Brucella abortus
patégena, asi, la eficacia aumenta a medida que la exposicion disminuye.(42)

Otros estudios indican que aproximadamente entre el 65% a 75% de los bovinos
vacunados con cepa 19 ya sea en condiciones de campo o ensayos controlados tienen
proteccidon completa contra la mayoria de los tipos de exposicion a brucelosis bovina y el
25% a 35% restante tendra un grado variable de proteccion, resultados que son similares
a los estudios realizados en bovinos vacunados con RB51.(39)

Varios reportes en la literatura cientifica tienen como objetivo demostrar las diferencias
entre las C19 y RB51, sin embargo, la evaluacion de la efectividad de la combinacion de
ambas cepas con primo vacunacion con cepa 19 y revacunacion con RB51 no es comun,
en la presente investigacion se consideré como el protocolo C. En un estudio realizado en
Espana en la region de Extremadura evaluaron el efecto de masiva revacunacién con
RB51 para la contenciéon de un brote, la medida fue instaurada cuando las terneras de
reemplazo entre 3 y 6 meses de edad estaban siendo vacunadas con cepa 19. Se
evidencio que la tasa anual de disminucion de la prevalencia en rebafos fue del 76.26%
(C.1.95% 64.60-84.08). El control de este brote fue mas rapido que otros reportados en
donde se instauré vacunacién masiva unicamente con RB51; lo cual es atribuido en parte
a la combinacion de cepa 19 y RB51 y frecuencia de las revacunaciones(47). Un
experimento controlado en bovinos jovenes demostré que la vacunacién con dosis
reducidas de RB51 es ineficaz y otras observaciones sugieren que la RB51 es ineficaz
cuando la prevalencia de la enfermedad es alta en los hatos(50). A diferencia de nuestro
estudio la aplicacion con RB51 en terneras siempre se realizé mediante la revacunacion
con otra dosis de RB51 o con Cepa 19, por tanto, no se incluyeron terneras con una dosis
unica de RB51; lo cual puede sugerir la no diferencia encontrada en la proteccion de los
tres protocolos dado que la estrategia de vacunacion viene acompanada de una posterior
revacunacion.

Otros estudios han evaluado la proteccion de RB51 en hatos con brucelosis activa en
México revacunando con dosis reducida de RB51 la cual protege en un 94% pero,
produciendo una respuesta humoral atipica en los test seroldgicos convencionales (40),
sin embargo otros investigadores indican que las multiples revacunaciones con RB51 no
inducen seroconversién en test seroldgicos (51, 52). Sin embargo en nuestros resultados
obtenidos para la positividad en pruebas tamiz no se encontraron diferencias entre los tres
protocolos.

IMPACTO

La efectividad de la vacunacion bovina contra Brucelosis es determinante de la
prevalencia de la enfermedad; la cual una vez presentada tiene un gran impacto en la
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economia de las regiones, por tanto, en Colombia el Instituto Colombiano Agropecuario
con el programa de control y erradicacién de Brucelosis ha alcanzado una cobertura
vacunal del 97% para el afo 2016 y para el afio 2017 aumento al 98% con 2.503.024
terneras vacunadas, realizada con Cepa 19 y cepa RB51 en hembras mayores de 8
meses de edad en dos ciclos de vacunacion anuales (53); es asi como estas
investigaciones apoyan o sirven de soporte para que el ICA pueda tomar decisiones con
resultados reales de la poblacién bovina colombiana.

Los programas exitosos de erradicacion de la brucelosis bovina se basan en Diagnostico,
eliminacién de bovinos positivos y vacunacion masiva; En Colombia los predios
certificados como libres de brucelosis bovina en los cuales se realizan estas medidas son
17.355 de 584.274 predios existentes en el pais de acuerdo al censo en la vacunacién
contra Fiebre Aftosa ciclo 11-2017, lo cual equivale al 3% de los predios existentes. Esto
indica que la efectividad de los protocolos de vacunacion puede ser diferente cuando se
incluyan en estudios bovinos pertenecientes a predios que no estan en el programa, lo
cual acercaria aun mas a la realidad la efectividad de los protocolos usados en Colombia
para prevenir la brucelosis bovina.(53)

LIMITACIONES

En la presente investigacion se analizé con una muestra proveniente de un organismo de
inspeccion, en donde los predios inscritos garantizan que sus bovinos estén vacunados,
por lo que se cuenta con individuos controlados bajo esta condicion y otras medidas
anteriormente descritas. Asi pues, realizar un estudio a futuro con poblacién no inscrita a
un organismo de inspeccion puede brindar resultados para comparar con la presente
investigacion y asi poder llegar a aportar a la autoridad sanitaria animal sobre los
programas de vacunacion.

La mayoria de los hatos analizados al ser pertenecientes a la sabana de Bogota venden
su leche a grandes empresas que manufacturan productos lacteos, por lo que deben
garantizar que sus fincas cumplan con ciertos estandares de calidad, por lo tanto, es
importante realizar un estudio en hatos de bovinos para la produccién carnica o en otras
regiones del pais y asi conocer como se comporta la vacunacién contra brucelosis en
esos sistemas de produccion.

Por otro lado, teniendo en cuenta todos los factores de riesgo en la literatura para la
presentacion de la enfermedad no fueron incluidos en el analisis ya que no fue posible
acceder a esa informacién. Por ejemplo, en un estudio realizado en la India se encontré
que la raza afecta la efectividad de la vacuna; lo cual no fue determinado en este estudio
y seria interesante analizarse a futuro con las razas bovinas lecheras presentes en
Colombia.

Los resultados se infieren a la poblacién definida como poblacién objeto, por lo que los
resultados no deben ser tomados de manera literal en contexto diferentes al estudiado.
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10 CONCLUSIONES

La mayoria de los predios estudiados tienen un adecuado manejo sanitario, esto indica
que, aunque la vacunacion como medida preventiva de la enfermedad es obligatoria, no
es la unica actividad que se realiza en las fincas para evitar la entrada de la enfermedad
lo cual es beneficioso para los ganaderos como para el programa.

La presentacion de la enfermedad en los individuos estudiados fue muy baja y no se logré
concluir alguna diferencia entre los tres protocolos descritos ya que todos presentaron una
efectividad alta, esto indica la importancia de vacunar las terneras como lo establece el
ICA ya que esta baja frecuencia de la enfermedad muy posiblemente se debe a la vacuna
sin importar con que protocolo y al buen manejo sanitario de los predios que hacen los
ganaderos del programa.

Las diferencias en el manejo sanitario en los municipios indica que, aunque el sistema de
explotacion es la misma lecheria especializada, algunas caracteristicas geograficas y
culturales hace que el manejo varié minimamente entre municipios.

Los resultados del presente estudio sirven para ser evaluados por el organismo regulado,
Instituto Colombiano Agropecuario ICA, ya que con los datos se pueden desprender
series de investigaciones a futuro para comparar, robustecer o contrariar los resultados,
todo con el fin de aportar a la salud publica animal, humana y a la economia del pais.
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11 ANEXOS

Anexo 1. Carta de aprobacion ASOGANADEROS
ASOGANADEROS

Tenjo, 28 de Noviembre de 2016

Doctoras

NILGEN FARLEY BARRERA

MARIA CAMILA RODRIGUEZ

ELIANA MIREYA GALLO

Estudiantes Especializacién en Epidemiologia Universidad del Ces en convenio
con Universidad del Rosario

Bogota, D.C.

De acuerde a la carta recibida donde indican su interés de trabajar en la
investigacion: “Comparacion de la efectivdad en tres protocolos de vacunacion
confra brucelosis bovina en un estudo de cohortes” para optar por el titulo de
Especialistas en Epidemiologia de la universidad del CES en convenio con la
universidad del Rosario, con el respaldo y la asesoria de nuestra institucion.

Les informamos que la Asociacién de Ganaderos Facatativa- ASOGANADEROS
como organismo de inspeccion Autorzado por el Instituto  Colombiang
Agropecuano- ICA, se interesa por desarrollar proyectos de nvestigacidn con
bases cientificas solidas que solucionen problemas que afectan al sector ganadero
y generen snpacto en la sanidad animal, por tanto es de nuestro agrado poder
acompanar y orientar el proceso investigative mencionade Teniendo en cuenta
que la informacion para el desarrollo de la investigacion en gran pare se
encuentra en ASOGANADEROS y la cual estd sujeta a unas clausulas de
confidencialidad se inciara el debido proceso con la autoridad sanitana y los
ganaderos para gestionar dichos permisocs

ASCGANADEROS por tanto supervisara dicho proceso de investgacitn y pedra
formudar las cbservaciones del caso las cuales seran analizadas conjuntamente

e Domart Uege

Juan Bernardo Villegas Hurtado
Gerente ASOGANADEROS

A A NVEU FOPISTA MIEOEELEN 000 SO OIS T SEEEREU O UL 26 SEGT NI IS0
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Anexo 2. Carta solicitud autorizacion estudio ICA.

Tenjo, 02 de Diciembre de 2016

Doctor

MARIO PENA

Direccién Técnica Sanidad Animal

INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO- ICA

Respetado Doctor:

El Instituto Colombiano Agropecuario- ICA ha establecido en el sector ganadero
programas de prevencion, control y erradicacion de enfermedades que impactan
en salud puablica y son barrera sanitaria para comercio internacional, con el
objetivo de ser mas competitivos en el mundo globalizado. Por esta razén
ASOGANADEROS como organismo de Inspeccién Autorizado para los programas
de Brucelosis Bovina y Tuberculosis Bovina, se interesa por desarrollar proyectos
de investigacién con bases cientificas solidas que aporten al avance en las
campafias de erradicacion para las enfermedades de impacto en sanidad animal.

Es de suma importancia para ASOGANADEROS poder acompanar y asesorar el
proyecto de investigacion “Comparacién de la efectividad en tres protocolos de
vacunacion contra brucelosis bovina en un estudio de cohortes” estudio propuesto
estudiantes para optar por el titulo de Especialistas en Epidemiologia de la
Universidad CES en convenio con la Universidad del Rosario.

La informacion para el desarrollo de esta investigacién hace parte del programa de
certificacién de predios libres de brucelosis bovina, de los predios atendidos por
ASOGANADEROS, sujeta a clausulas de confidencialidad; por tal motivo solicito la
autorizaciéon para usarla en la investigacién. Esta informacién sera usada con
responsabilidad, confidencialidad y no podrd usarse para otros fines ni
conclusiones que no estén estipuladas en este estudio.

mm Whegos /

Juan Bernardo Villegas Hurtado.
Gerente ASOGANADEROS Dbic » /Z e

KM 4 VIA AUTOPISTA MEDELLIN ROUND POINT SIBERIA LOCAL 26 SEGUNDO PISO
TEL. 7432893
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Anexo 3. Carta Autorizacion ICA.

] P < 4
PAZ FQUIDAD FDUCACION

Instituto Colombiano A I.C.A. 13/12/2016 17:44
ERRR CORMMIRG Agcpecusto Al Contestar cite este No.: 20162122260

11.2.8.2 Origen: Direccion Técnica de Sanidad Anim

4 Destino: ASOGANADEROS

Bogota, Anexos: Fol:1

Doctor

JUAN BERNARDO VILLEGAS H

Gerente

ASOGANADEROS

Tel: 7432893
KM.4 VIA AUTOPISTA MEDELLIN ROUND POINT SIBERIA LOCAL 26 2 PISO
Tenjo, Cundinamarca

ASUNTO:  Autorizacion Uso Informacion
Respetado Doctor Villegas:

Atendiendo su solicitud, recibida mediante oficio con fecha Diciembre 02 de 2016, la Direccion
Técnica de Sanidad Animal considera que bajo las condiciones de confidencialidad y manejo
apropiado de la informacion con la que cuenta Asoganaderos, es factible adelantar el proyecto de
investigacion sobre "Comparacion de la efectividad en tres protocolos de Vacunacién contra
Brucelosis bovina en un estudio de cohortes".

Consideramos importante esta investigacion, toda vez que en su desarrollo es posible que los
datos obtenidos permitan considerar estrategias a implementar en el Programa nacional de
Prevencion, Control y Erradicacion de la Brucelosis en Colombia.

Por tal motivo cuenta con la autorizacion para su uso, pero solicitamos formalmente participar en
las reuniones programadas de inicio, seguimiento y conclusiones generadas sobre la investigacion.

10 EDUARDO PENA GONZALEZ
Director Técnico de Sanidad Animal

‘_/<

Elaboré: Cmcl

Conmutador: (571) 3323700 Fax: 2884169 |
www.ica.gov.co e -

Carrera 41 N°. 17 - 81 Zona Industrial de Puente Aranda. Bogota c @ & :

N'Q77-1

™1 wTeaE
g. 1 de 1 Rad: 20162122260
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Anexo 4. Aprobacion Comité operativo de investigaciones

UNIVERSIDAD CES

Un Compromiso con la Excelencia

Medellin, 04 de mayo de 2017 e b
Estudiantes

NILGEN FARLEY BARRERA ESTRADA nfbarrera@hotmail.com
MARIA CAMILA RODRIGUEZ ZORRO camilar24@gmail.com
ELIANA MIREYA GALLO CASTRO elianagalioc®hotmail.com

Especializacion en Epidemiologia
Bogotd

lecheros de la sabana de Bogotd. 2009-2016

Respetados Estudiantes:

BRUCELOSIS BOVINA EN HATOS LECHEROS DE LA SABANA DE BOGOTA. 2005-2016".

Investigacion e Innovacién de la Universidad CES.

Cordial saludo,

MONICA M. MASSARO C, MD. MSc.
Jefe Division Investigacién e Innovacién
Facultad de Medicina

Copia:

(ytorrres@ces.edu.co), Coord. Posgrados Epidemiologia Convenio CES — Univ. Rosario
Dr. Herndn Garcia. Jefe Division de Salud Publica (hgarcia@ces.edu.co)
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Asunto: Comunicacion del Comité Operativo de Investigaciones. Codigo: Actg167Proy010

Proyecto: Efectividad de tres protocolos de vacunacion contra brucelosis bovina en hatos

En el Comité Operativo de Investigaciones de la Facultad de Medicina de nuestra
Universidad se aprobd, como consta en el Acta No. 167 del 02 de mayo de 2017, su proyecto
de investigacion "EFECTIVIDAD DE TRES PROTOCOLOS DE VACUNACION CONTRA

De igual manera, el Comité reviso y aprobé desde el punto de vista ético dicho proyecto y
este aval expedito se registra en el Comité de Etica correspondiente de la Direccion de

Dra. Angela Espinosa (angela.espinosa@urosario.edu.co) y Dra. Yolanda Torres

(ERRREERIIRRY - - o v v o i e i s
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