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1. Resumen

La brucelosis en cetaceos, causada por Brucella Ceti, se considera una amenaza
emergente para los ceticeos, pero supone también una amenaza para la salud humana
(zoonosis reemergente) y podria también serlo para las especies domésticas. La
enfermedad, cuya transmision y prevalencia no estan aun determinadas, se caracteriza
por afectaciones reproductivas, del sistema nervioso y en las articulaciones. La
neurobrucelosis, cursando como una meningoencefalitis, es una afectacion comun en
delfin listado (Stenella coeruleoalba). La mayoria de pruebas diagndsticas no han sido
estandarizadas ni validadas para el diagnostico de infecciones por Brucella en
mamiferos marinos. Este estudio resumid y analiz6 la informacion extraida de las
necropsias, la histologia, la microbiologia y la serologia de 63 cetaceos varados en la
costa catalana y de las muestras obtenidas de 12 cetaceos de la costa de la Comunidad
Valenciana. Ademas, se realizd una caracterizacion patoldgica con una prueba
imunohistoquimica con marcadores linfoides (CD3 y CD20) de los casos confirmados
de neurobrucelosis. La prueba seroldgica con una especificidad y una sensibilidad mas
elevada para el diagnéstico de Brucella ceti fue el ELISA de bloqueo a una dilucién
1/40 y con el punto de corte a un 50% de inhibicion, evitando ademas el problema de
las muestras hemoliticas, imposibles de analizar mediante la técnica de Rosa de Bengala
(RB). La caracterizacion patoldgica de la neurobrucelosis muestra que las células
implicadas en el infiltrado inflamatorio son mayoritariamente células T y células B pero
con un porcentaje significativo de otras células aln por caracterizar. Este estudio
refuerza la idea de que Stenella coeruleoalba (delfin listado) es una especie de cetaceo
con una susceptibilidad mayor a neurobrucelosis. En referencia a la prevalencia de
infeccion, en la situacion mas conservada posible, se detecté un 26,2% de animales
seropositivos. Los riesgos sanitarios de esta enfermedad para los propios cetaceos, los
animales domésticos y para las personas, justifican la aplicacién de un programa de

vigilancia para esta patologia.



2. Introduccion

La brucelosis en los cetaceos se describio por primera vez en 1994 (Ewalt et al., 1994),
asociada a una nueva especie de Brucella, denominada Brucella ceti (Cloeckaert et al.,
2001; Foster et al., 2007). Desde entonces, la brucelosis de cetaceos ha demostrado una
distribucion general alarmante y un espectro cada vez mayor de hospedadores
vulnerables (Sanchez-Sarmiento et al., 2018). La infeccion y la enfermedad asociada a
B. ceti se ha reconocido en cada vez més especies de cetaceos en todo el mundo (Nymo,
Tryland and Godfroid, 2011; Guzmén-Verri et al., 2012). Concretamente se ha
identificado (por cultivo o por técnicas moleculares) en al menos 12 especies de
cetaceos de 6 familias diferentes (Hernandez-Mora, Palacios-Alfaro and Gonzélez-
Barrientos, 2013; West et al., 2015; McAloose et al., 2016) y en 35 especies se ha
detectado seropositividad (Herndndez-Mora, Palacios-Alfaro and Gonzélez-Barrientos,
2013; Sanchez-Sarmiento et al., 2018). Se considera una amenaza emergente para los

cetaceos (Van Bressem et al. 2009).

En los humanos, la brucelosis es una enfermedad zoonética y contagiosa importante
(reemergente), causada principalmente por Brucella melitensis, Brucella abortus,
Brucella suis y ocasionalmente por cepas de Brucella canis y Brucella ceti (Nymo,
Tryland and Godfroid, 2011; Moreno, 2014; Olsen and Palmer, 2014; Kroese et al.,
2018). Se han identificado 3 casos de Brucella ceti adquirida naturalmente en humanos,
en todos estos casos, las personas afectadas consumieron o manipularon productos del
mar crudos (Sohn et al.,, 2003; McDonald et al., 2006). Dos de estos pacientes,
procedentes de Peru, no tenian contacto con mamiferos marinos; sin embargo, ambos
individuos consumieron marisco crudo. El tercer caso, de Nueva Zelanda, tampoco tuvo
exposicion directa a los mamiferos marinos, pero participo regularmente en actividades
pesqueras, y manejé y consumid pescado crudo (McDonald et al., 2006; Norman et al.,
2017). El caso de Nueva Zelanda estuvo asociado a osteomielitis espinal y los dos de
Per( a neurobrucelosis humana (Sohn et al., 2003; McDonald et al., 2006). Dado que
los mamiferos marinos pueden ser vectores de agentes zoonOticos, representan un
problema emergente de salud publica. Ademas, se ubican en la parte superior de la red
alimentaria y se consideran especies centinela, que actian como indicadores bioldgicos

del estado de la salud del mar y del entorno (Pintore et al., 2018).



La Brucella de procedencia marina (en este caso B. pinnipedialis, originaria de
pinnipedos) también puede causar enfermedad en animales domésticos. De forma
experimental se ha demostrado que puede causar abortos y seroconversion en el ganado
(Rhyan et al., 2001), infeccion y seroconversion sin aborto en ovejas y una infeccién
fulminante en conejillos de indias (Perrett et al. 2004). Se necesita mas informacion
acerca de la via de transmision de B. ceti para valorar el riesgo que presenta para los

animales domeésticos. (Lambourn et al., 2013)

Desde un punto de vista de la conservacion, B. ceti podria suponer una amenaza para
especies de cetaceos en peligro, ocasionando brotes que puedan afectar la reproduccion

y la supervivencia de las especies (Bossart, 2011; Attademo et al., 2017).

La brucelosis de ceticeos ha sido detectada recientemente en el Mar Mediterrdneo
(Alba et al., 2013; Garofolo et al., 2014; Isidoro-Ayza et al., 2014; Cvetni¢ et al.,
2016), pero la evidencia seroldgica de la infeccidn proviene ya del 2001 (Van Bressem
et al. 2001), lo que sugiere que la brucelosis es probablemente una infeccion endémica
en los cetdceos en esta &rea. Sin embargo tanto la transmision como la prevalencia de la

enfermedad son poco conocidas (Norman et al., 2017).

El modo de transmision de la brucelosis en los mamiferos marinos aun no esta
establecido, pero se ha sugerido que, en los cetaceos, la infeccion podria propagarse
horizontalmente entre individuos a través del contacto sexual o por contacto con fetos
abortados o tejidos placentarios (Hernandez-Mora et al., 2008; Guzman-Verri et al.,
2012). Ademas, la infeccion puede transmitirse verticalmente desde la madre al feto o al
recién nacido (Miller et al., 1999; Hernandez-Mora et al., 2008; Goldstein et al., 2009;
Maquart, Zygmunt and Cloeckaert, 2009; Gonzalez-Barrientos et al., 2010; Nymo,
Tryland and Godfroid, 2011; Guzman-Verri et al., 2012). Los parasitos se han
propuesto como posibles vectores de la brucelosis en ambientes marinos. En los
cetaceos, se ha detectado antigeno de Brucella en el utero de un nematodo pulmonar
(Pseudalius inflexus) en las vias respiratorias de una marsopa comun varada. El ciclo de
vida de este parasito es desconocido (Perrett, Dawson, et al., 2004; Dawson et al., 2008;

Hernandez-Mora, Palacios-Alfaro and Gonzalez-Barrientos, 2013).



Las infecciones por B. ceti en los cetaceos se han asociado con diversas patologias que
incluyen abortos y mortalidad neonatal (Miller et al., 1999), epididimitis en los machos
(Dagleish et al., 2008), meningoencefalitis (Gonzalez et al., 2002; Jauniaux et al., 2010;
Alba et al., 2013; Garofolo et al., 2014), abscesos (Foster et al., 1996, 2002),
endocarditis (Gonzélez-Barrientos et al., 2010), mastitis, neumonia, peritonitis,
osteomielitis y discoespondilitis espinal (Foster et al., 2002). En otros casos, B. ceti se
ha aislado de numerosos cetaceos sin evidencia de patologia inducida por Brucella
(Olsen and Palmer, 2014) y se ha obtenido evidencia de infeccion por técnicas
seroldgicas en animales aparentemente normales, 1o que sugiere que muchos animales
infectados con Brucella superan la infeccion inicial, eventualmente quedando como
portadores de Brucella (Nymo, Tryland and Godfroid, 2011; Guzman-Verri et al., 2012;
Isidoro-Ayza et al., 2014).

La neurobrucelosis es una de las manifestaciones de esta enfermedad en cetaceos,
cursando como una meningoencefalitis (Pintore et al., 2018). Es importante comentar
que B. ceti ha sido aislada del sistema nerviosos central de varias especies de cetaceos,
con un importante nimero de casos en delfin listado (Stenella coeruleoalba) en Europa
y América del Sur, cursando con opistétonos, temblores, convulsiones, desorientacion y
la incapacidad para mantener la flotabilidad (Gonzélez et al., 2002; Hernadndez-Mora et
al., 2008; Davison et al., 2009; Isidoro-Ayza et al., 2014). Todo ello sugiere que esta
especie de delfin podria presentar una susceptibilidad mayor a la neurobrucelosis
(Gonzélez-Barrientos et al., 2010; Guzman-Verri et al., 2012; Attademo et al., 2017).

La evaluacion de la salud de las poblaciones de cetaceos silvestres se realiza usualmente
por necropsia de individuos varados e investigacion de laboratorio. Desde la primera
descripcion de la enfermedad asociada a B. ceti en el litoral mediterraneo catalan
(Isidoro-Ayza et al., 2014) y en otros lugares de la misma zona (Alba et al., 2013;
Grattarola et al., 2016), se han intensificado los esfuerzos para detectar esta infeccion
durante la investigacion patoldgica y de laboratorio rutinaria realizada sobre cetaceos
varados. Aunque la brucelosis en animales marinos de vida libre no se registra de
manera rutinaria (Hernandez-Mora, Palacios-Alfaro and Gonzéalez-Barrientos, 2013), el

reconocimiento precoz de animales seropositivos podria lograrse utilizando simples



pruebas de deteccion, como la prueba de aglutinacion de Rosa de Bengala (RB), en

condiciones de campo (Hernandez-Mora et al., 2008, 2009).

En relacion a las pruebas serolégicas, al menos en 53 especies de mamiferos marinos se
ha descrito seropositividad para Brucella utilizando pruebas de diagnéstico de
brucelosis convencionales, como los ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas
(ELISA), disefiados principalmente para rumiantes (Jepson et al., 1997; Nielsen et al.,
2001; van Bressem, 2001; Tryland, Sgrensen and Godfroid, 2005; Tachibana et al.,
2006; Nymo, Tryland and Godfroid, 2011; Guzman-Verri et al.,, 2012). Se ha
desarrollado un ELISA competitivo especialmente para cetaceos y pinnipedos (Meegan
et al., 2010) y un ELISA indirecto para odontocetos (Herndndez-Mora et al., 2009). A
diferencia de estos dos Ultimos ensayos, los ensayos convencionales no han sido
estandarizados y validados para el diagnostico de infecciones por Brucella en
mamiferos marinos, lo que lleva a tener precaucion al interpretar los resultados
serolégicos (Hernandez-Mora et al., 2009; Guzman-Verri et al., 2012). Ademas, los
resultados seropositivos, pueden deberse a reacciones inmunoldgicas cruzadas, en
particular a Yersinia enterocolitica serotipo 09, aungue esta cepa no se ha recuperado
de mamiferos marinos hasta la fecha (G. Foster obs. pers.), 0 a una bacteria de un
género diferente; por lo tanto, el aislamiento de Brucella por cultivo sigue siendo el
estdndar de oro, la prueba definitiva de infeccion en diferentes hospedadores y

poblaciones de mamiferos marinos (Foster et al., 2018).



3. Objetivos

Los objetivos de este trabajo de final de méster son:

e Resumir la casuistica de la que disponemos, sobre la infeccion por Brucella durante
6 afios (2012-2017) en la costa mediterranea occidental, utilizando la informacién
extraida de 63 cetaceos varados en la costa catalana y de las muestras obtenidas de
12 cetaceos de la costa de la Comunidad Valenciana.

e Comparar las necropsias y los hallazgos histopatoldgicos con los resultados de
diferentes técnicas de laboratorio para el diagnostico de Brucella.

e Caracterizar histopatoldégicamente la neurobrucelosis en cetaceos

e Proporcionar informacion sobre la epidemiologia de la infeccion por B. ceti y asi

determinar su impacto en las especies de cetaceos en el area.



4. Material y métodos

4.1. Casos investigados y procedimiento de necropsia

Durante el periodo 2012-2017, un total de 63 cetaceos quedaron varados en la costa
catalana. Las necropsias se realizaron mediante un convenio con la Generalitat de
Catalunya, en la sala de necropsia de la Universitat Autonoma de Barcelona, de acuerdo
con los procedimientos establecidos (Kuiken, 1991) por pat6logos certificados. El
cddigo de conservacion vario de 1 a 3 (los animales en autolisis incipiente no fueron
transportados para la necropsia). En primer lugar, se obtuvo muestra de sangre por
puncién cardiaca, que se centrifugd inmediatamente para obtener suero. La prueba de
RB se realiz6 de forma rutinaria. La recoleccién de muestras de suero fue posible a
partir de 30 individuos, comprendiendo 24 delfines listados (Stenella coeruleoalba), 4
calderones grises (Grampus griseus), 1 delfin mular (Tursiops truncatus) y 1 delfin
comun (Delphinus delphis). La recoleccion de liquido cefalorraquideo (LCR) se intentd
rutinariamente desde la articulacion atlanto-occipital. Se recogieron en fresco, muestras
e hisopos de diferentes drganos para investigaciones bacterioldgicas y moleculares, asi
como un conjunto completo de 6rganos para histopatologia, que se fijaron en formalina
tamponada neutra al 10% y se procesaron rutinariamente.

Ademas, se obtuvieron muestras de sangre congelada de 12 cetaceos, concretamente 11
delfines listados y 1 delfin comin de la region de Valencia. Se dispuso de muestras

fijadas de formalina de 11 de estos animales.

4.2. Serologia para Brucella

El suero de los cetadceos necropsiados se recogié mediante puncion cardiaca en la
recepcion del cadaver con una aguja para inyeccion epidural equina, y se dividid en
porciones en tubos sin anticoagulante vacutainer. La sangre se centrifugé a 3500 rpm
(2,465 x @), y el suero se introdujo en criotubos, que se congelaron a -80 °C hasta su

uso.



Las muestras de suero sin diluir se investigaron mediante la prueba de aglutinacion en
placa (RB) siguiendo los procedimientos establecidos (OIE 2013) inmediatamente
después de la recoleccion de la muestra de suero. Sin embargo, para este estudio, todas
las muestras de suero fueron nuevamente examinadas mediante RB por un laboratorio
acreditado (CITA, Zaragoza) para armonizar los resultados. De los animales varados en
la region de Valencia, solo se dispuso de sangre congelada. Dado que no se recomienda
el anélisis de estas muestras de sangre hemolizada mediante RB, ya que puede arrojar
resultados no concluyentes o falsos positivos, no se dispone de este resultado en estas

muestras.

También se us6 un ELISA comercial de bloqueo (INgezim Brucella Compac,
INGENASA, Madrid, Espafa) para analizar los sueros disponibles en busca de
anticuerpos contra lipopolisacarido (LPS) de Brucella, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Esta prueba ELISA es un kit multiespecifico preparado para la deteccion de
anticuerpos bloqueantes contra LPS de Brucella abortus en el suero de muestra,
utilizando un anticuerpo monoclonal secundario dirigido al LPS de B. abortus,
conjugado con peroxidasa. La dilucién a emplear para los sueros de cetadceos no esta
establecida para la prueba y, por lo tanto, los sueros se diluyeron segun lo recomendado
por el fabricante para sueros ovinos y caprinos (1:5), bovino y porcino (1:10) y
adicionalmente a 1:20 y 1:40. Las muestras de sangre congelada de la Comunidad
Valenciana se descongelaron y se clarificaron mediante centrifugacion a alta velocidad
en una centrifuga Eppendorf, y se diluyeron como si fueran muestras de suero.

Los valores de densidad Optica (DO) se midieron a 450 nm, maximo 5 min. después de
la adicidon de la solucion de parada usando un espectrofotometro. Los valores de DO se
usaron para calcular los resultados finales, leidos como un porcentaje de inhibicion en
comparacion con los sueros de control positivo y negativo incluidos en la prueba, con la
formula Pl = 100x [1- (muestra de DO [/ control negativo de DO)], donde
Pl = porcentaje de inhibicion y DO = densidad éptica. Siguiendo los procedimientos de
la prueba, una muestra se clasific6 como positiva si la inhibicion en el pocillo era igual

o superior al 40%.



Se investigd la posible asociacion entre el nivel de hemolisis y el resultado de ELISA.
El nivel de hemolisis se clasifico visualmente en la primera dilucion de muestras cuando
se dispenso en la placa de ELISA en el grupo 1 (suero no hemolizado o ligeramente
hemolizado) y el grupo 2 (suero hemolizado y sangre hemolizada). Una comparacion de
resultados positivos y negativos en ELISA (para diluciones 1:20 y diluciones 1:40) con

la puntuacion de hemdlisis se realizo con un Test Wilcoxon Two-Sample.

4.3. Aislamiento de Brucella

El aislamiento de Brucella, como comentado anteriormente, esta considerado como la
prueba de referencia para el diagndstico de brucelosis. Se intenté en cualquier animal
con una prueba RB positiva, 0 con un resultado positivo de Brucella-ELISA (dilucién
1:20) o en animales que mostraban lesiones atribuibles a la infeccidén por B. ceti. En
total se realizé el cultivo a partir de muestras de 15 animales. EIl conjunto de muestras y
tejidos para el cultivo de Brucella fueron: hisopos del ventriculo cerebral lateral, tejido
cerebral alrededor del ventriculo lateral, medula espinal cervical, bazo y ganglio
linfatico mesentérico. En algunos animales, el liquido cefalorraquideo (LCR) y el
ganglio linfatico cervical también estaban disponibles. El aislamiento bacteriano se
realiz6 como se describié previamente (Isidoro-Ayza et al., 2014). Las muestras de

cetaceos varados en Valencia no estuvieron disponibles para el cultivo de Brucella.

4.4. Analisis estadistico de las diferentes pruebas

Para determinar si la técnica de ELISA de bloqueo puede ser equivalente a la prueba de
RB, se realizo un test de concordancia usando el estadistico de kappa, mediante el uso
del paquete epiR implementado en R (Stevenson, 2013), entre estas dos pruebas y
usando todas las diluciones usadas en la ELISA. Las interpretaciones comunes para el
estadistico kappa son las siguientes: inferior a 0.2 concordancia baja , de 0.2 a 0.4
concordancia leve, de 0.4 a 0.6 concordancia moderada, de 0.6 a 0.8 concordancia
sustancial y mayor a 0.8 concordancia casi perfecta (Stevenson, 2013). Teniendo en
cuenta que el porcentaje de inhibicion para determinar positivos indicado por el
fabricante esta ideado para especies domeésticas, se decidio calcular uno nuevo con el

objetivo de aumentar la concordancia entre el RB y el test de ELISA, evitando asi el

9



problema de la hemolisis en el caso de las muestras congeladas. Se determino, en
consecuencia, un nuevo punto de corte para la dilucién de ELISA con una concordancia
mas elevada con el RB. Para ello se calculo la sensibilidad y especificidad (Tabla 1)
usando diferentes porcentajes de inhibicion como puntos de corte y el RB como prueba
de referencia. Finalmente, con el nuevo punto de corte, se comparé la sensibilidad y la
especificidad de la prueba de ELISA a la dilucion més concordante con el RB y usando,

en este caso, el cultivo como prueba de referencia.

4.5. Técnicas de Inmunohistoquimica

Se realiz6 de forma rutinaria un estudio histoldégico completo de todos los animales
necropsiados y una deteccion inmunohistoquimica para morbillivirus de cetaceos
(CeMV) usando una técnica ya descrita (Soto et al., 2011). Adicionalmente, en los
casos con neurobrucelosis (meningoencefalitis mononuclear con cultivo positivo de B.
ceti), se realizaron tinciones de inmunohistoquimica para CD3 y CD20, para detectar
linfocitos T y linfocitos B respectivamente, siguiendo métodos ya estandarizados.

Se realizo el contaje visual de células marcadas con cada uno de los anticuerpos sobre
fotografias obtenidas en un microscopio mediante un objetivo de 40x (Figura 1).

10



5. Resultados y discusion

5.1. Diagnostico serologico y microbioldgico

Los resultados obtenidos del total de animales, a partir del RB, el ELISA de bloqueo y
el cultivo, quedan resumidos en el anexo I. Se realizd el RB a los animales con sangre
no hemolizada por lo que no se pudo realizar en los animales procedentes de Valencia.
De un total de 30 animales, 12 dieron positivo a la prueba de RB (40% positivos). La
prueba de ELISA de blogueo se realizé a todos los animales (n=42). Los resultados
positivos y negativos se compararon mediante un Test de Wilcoxon Two-Sample (para
diluciones 1:20 y diluciones 1:40) con la puntuacién de hemolisis de las muestras, y se
observo que ni en la dilucion 1:20 (Pvalor=0.91) ni en la dilucion 1:40 (Pvalor=0.71),
existia influencia de la hemdlisis en el resultado de ELISA. Utilizando el punto de corte
recomendado por el fabricante se clasificé una muestra como positiva si la inhibicion en
el pocillo era igual o superior al 40%. En este caso obtenemos 25 muestras positivas
(59,5% positivas) en la dilucion 1:5, 19 muestras positivas (45,2%) en la dilucion 1:10,
15 muestras positivas (35,7%) en la dilucién 1:20 y 11 muestras positivas (26,2%) en la
dilucion 1:40. Finalmente el cultivo bacterioldgico se realizé en cualquier animal con
una prueba RB positiva, con un resultado positivo de Brucella-ELISA (a dilucion 1:20)
0 en animales que mostraban lesiones atribuibles a la infeccion por B. ceti. De estos
animales (n=15) se cultivd Brucella ceti en 4 de ellos (26,7%), todos de la especie

Stenella coeruleoalba.

El valor kappa mas elevado se obtuvo con la dilucion 1:40 (kappa=0.64), lo que podria
sugerir que la técnica de ELISA de bloqueo, usada en este estudio, es equivalente a la
prueba de RB. Se determin0 (Tabla 1) que el punto de corte con mayor sensibilidad y
especificidad era el 50% de inhibicion (sensibilidad= 0.67 y especificidad=1) en lugar
del 40% indicado por el fabricante. A partir de este resultado, se realiz6 de nuevo un
analisis kappa entre RB y ELISA a una dilucion 1:40 y con 50% como nuevo punto de
corte. El resultado fue un valor kappa mayor a los anteriores (kappa=0.71) por lo que
usando este nuevo punto de corte la concordancia entre ambas pruebas aumentd
ligeramente. Finalmente, el resultado del cultivo se usé para determinar la sensibilidad y

especificidad de estas dos pruebas (ELISA y RB). Tanto con RB como con ELISA se

11



obtuvo una sensibilidad del 100% (todos los animales de los que se cultvo B. ceti fueron
positivos a las dos técnicas), mientras que la especificidad con la prueba de ELISA fue
de un 64%, y de una 36% con RB. Con estos resultados podriamos concluir que la
mejor estrategia diagnostica por serologia es usar el ELISA de blogueo a una dilucion
1:40 y un punto de corte en 50% para obtener una mayor especificidad, y evitar al
mismo tiempo el problema con las muestras hemoliticas. Hay que tener en cuenta que
la muestra de la que disponemos no es demasiado alta, que tampoco se dispone de un
numero suficiente de sueros clasificados como verdaderos negativos o positivos, y que
no tenemos suficiente informacidn para descartar que otro patdgeno este interfiriendo en
los resultados positivos de estas muestras de suero. Por otro lado, esta es una situacion
habitual cuando se trabaja con fauna salvaje y concretamente con cetaceos. Es dificil
validar las pruebas diagndsticas por lo que hay que seguir investigando para
estandarizar y validar estas técnicas y seguir avanzando con las herramientas de las que

disponemos. Como hemos hecho en este estudio.

% RB RB Sensibilidad  Especificidad (1- esp)

Inhibicion  positivos = negativos

0 4 15 1,00 0,00 1,00
10 0 1 0,67 0,83 0,17
20 0 1 0,67 0,89 0,11
30 0 0 0,67 0,94 0,06
40 0 1 0,67 0,94 0,06
50 0 0 0,67 1,00 0,00
60 0 0 0,67 1,00 0,00
70 1 0 0,67 1,00 0,00
80 1 0 0,58 1,00 0,00
90 6 0 0,50 1,00 0,00
100 0 0 0,00 1,00 0,00

Tabla 1. Sensibilidad y especificidad usando diferentes porcentajes de inhibicion
como puntos de corte y el RB como prueba de referencia.
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5.2. Caracterizacion de la neurobrucelosis

En los 4 casos con un cultivo positivo de Brucella ceti, la bacteria se cultivo a partir de
muestras de tejido nervioso y/o LCR, y mediante histopatologia se observaron lesiones
de meniongoencefalitis, siendo por ello casos de neurobrucelosis (N-260/16, N-301/12,
N, 319/16, N-168/17). Los hallazgos histopatologicos mas comunes y relevantes fueron
los infiltrados inflamatorios perivasculares en meninges compuestos por linfocitos,
células plasmaticas y macrofagos, como descrito con anterioridad en casos de

neurobrucelosis (Guzman-Verri et al., 2012; Isidoro-Ayza et al., 2014).

En el caso del animal N-319/16 se detectd también infeccion y lesiones sistémicas por
CeMV, tratdndose de un caso sistémico de morbillivirus. Aunque CeMV y B. ceti
pueden contribuir a las lesiones nerviosas, en este animal se observO una
meningoencefalitis mas parecida a las causadas por CeMV, con menor lesion en
meninges (Van Bressem et al., 2014). La inmunosupresion causada por el morbillivirus
podria ser responsable del crecimiento de Brucella en una infeccion latente. En
cualquier caso, no es posible separar con nitidez la contribucién a las lesiones de uno y

otro patdégeno cuando ambos coexisten en el sistema nervioso central (SNC).

Para caracterizar las poblaciones celulares en el SNC se realizaron tinciones de
inmunohistoquimica para CD3 y CD20, para detectar linfocitos T y linfocitos B
respectivamente, como se ha descrito anteriormente (Figura 1), en lo animales en los
gue no habia duda de gue el infiltrado inflamatorio era causado por Brucella (N-260/16,
N-301/12, N-168/17). A partir de estas tinciones se realizaron a continuacion una serie
de contajes visuales de células. Los resultados de este contaje quedan expuestos en la
Tabla 2. En el animal N-260/16 la media del porcentaje de linfocitos T fue de un 37%,
la de linfocitos B de un 19% y la de otras células de un 44%. En el N-301/16 la media
del porcentaje de células de linfocitos T fue de un 43%, la de linfocitos B de un 24% y
la de otras células de un 33%. En el N-168/17 la media del porcentaje de celulas de
linfocitos T fue de un 38%, la de linfocitos B de un 26% y la de otras células de un
36%. Finalmente, la media total de células de linfocitos T fue de un 39%, la de
linfocitos B de un 23% y la de otras células de un 38%. Esta es la primera vez que se
realiza una caracterizacion del tipo de células implicadas en la meningoencefalitis por

neurobrucelosis. Futuros estudios en esta linea deberian realizarse para categorizar y
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numerar las otras células implicadas, de las que sospechamos que se tratan de celulas

plasmaéticas y macréfagos de la glia.

Procedencia CD3 Total CD20 Total %CD3 %CD20 %
muestra Otras

N-260/16
Medula espinal 01 263 557 177 557 47,22 31,78 21,01
Médula espinal 02 328 612 186 580 53,59 32,07 14,34
Talamo 01 255 525 95 645 48,57 14,73 36,70
Talamo 02 259 670 170 720 38,66 23,61 37,73
Talamo 03 34 214 16 220 15,89 7,27 76,84
Médula oblonga 103 517 34 571 19,92 5,95 74,12
N-301/12
Cerebelo 01 284 725 159 721 39,17 22,05 38,77
Cerebelo 02 301 757 64 698 39,76 9,17 51,07
Médula espinal 01 229 757 207 707 30,25 29,28 40,47
Médula espinal 02 286 672 94 624 42,56 15,06 42,38
Tronco 01 532 962 374 1034 55,30 36,17 8,53
Tronco 02 277 559 196 597 49,55 32,83 17,62
N-168/17
Talamo 01 95 420 175 375 22,62 46,67 30,71
Talamo 02 207 483 59 399 42,86 14,79 42,36
Cerebelo 01 231 689 193 763 33,53 25,29 41,18
Cerebelo 02 194 536 96 619 36,19 15,51 48,30
Medula oblonga 219 477 35 435 45,91 8,05 46,04
01
Medula oblonga 189 447 138 453 42,28 30,46 27,25
02
Médula espinal 02 232 581 206 514 39,93 40,08 19,99

Tabla 2: Resultado contaje visual de células.
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Figura 1: Tincion IHQ de la zona del talamo del individuo N-260/16, para CD3 en la

imagen de la izquierda y para CD20 en la imagen de la derecha.

5.3. Epidemiologia

Del 2012 al 2017, los tres Unicos casos de neurobrucelosis “pura” en los animales
estudiados se han detectado en Stenella coeruleoalba, esto vendria a reforzar la idea
suscitada con anterioridad (Hernandez-Mora et al., 2008; Guzman-Verri et al., 2012;
Isidoro-Ayza et al., 2014; Attademo et al., 2017) de que esta especie tiene una
susceptibilidad mayor a neurobrucelosis.

Respecto a la zona de Valencia y Catalunya, siendo lo méas conservadores posibles
(usando resultados de la ELISA de blogueo a 1/40 y con el punto de corte del
fabricante), se obtuvo una prevalencia de los sueros estudiados de un 26,2%. No se
puede decir que esta positividad sea debida en exclusiva por antigenos de Brucella ceti
ya que otros patdgenos podrian estar ocasionando reacciones cruzadas en nuestros test
de serologia. Tampoco podemos decir que la muestra sea representativa de la poblacién,
ya que solo se dispuso de muestras de los animales varados. Es dificil por tanto
determinar la prevalencia en la zona estudiada. En cualquier caso, aunque se diera como
valida una prevalencia algo inferior, seguiria siendo muy elevada y sugeriria que
probablemente sea una enfermedad endémica en la zona. Teniendo en cuenta el riesgo
que puede suponer esta enfermedad zoonética para los humanos y para las especies
domeésticas seria justificado un sistema de vigilancia para monitorear esta patologia,
tanto en animales varados como en animales vivos en libertad. Seria una herramienta
importante para proteger la salud humana y animal, como ya se ha comentado con
anterioridad (Pintore et al., 2018).

15



. Conclusiones

Con los resultados obtenidos a partir de nuestras muestras, se puede decir que la
prueba seroldgica con una especificidad y una sensibilidad mas elevada para el
diagnostico de Brucella ceti es la ELISA de bloqueo a una dilucion 1/40 y con el
punto de corte a un 50% de inhibicion. Evitando ademés el problema de las
muestras hemoliticas, imposibles de analizar mediante un RB.

La caracterizacion patologica de la neurobrucelosis muestra que las células
implicadas en el infiltrado inflamatorio son de un 37% a un 43% células T, de
un 19% a un 24% células B y de un 33% a un 44% otras células no
caracterizadas.

Este estudio refuerza la idea de que Stenella coeruleoalba (delfin listado) es una
especie de delfin con una susceptibilidad mayor a neurobrucelosis.

Con la muestra de la que se dispone es dificil determinar una prevalencia, pero
siendo lo mas conservadores posibles se obtuvieron un 26,2% de animales
positivos. Lo que sugiere una prevalencia alta en la zona del mediterraneo
occidental.

Los riesgos sanitarios de esta enfermedad para los propios cetaceos, los animales
domeésticos y para las personas, justifican la aplicacion de un sistema de

vigilancia para monitorear esta patologia.
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8. Anexos

Anexo |

8.1.

Id Suero |~ Especie Afo CA RB Cultiva ~ 1:5 1:10 ~ 1:20 ~ 1:40 ~
N-301/12 Stenella coeruleoalba 2012 Cat Pos Pos 97 97 97 97
N-541/12 Grampus griseus 2012 Cat Pos N 97 97 95 90
N-556/12 Stenella coeruleoalba 2012 Cat N N 95 95 82 48
N-567/12 Stenella coeruleoalba 2012 Cat Pos N 97 97 97 97
N-255/13 Grampus griseus 2013 Cat N - 0 0 0 1
N-9/14 Stenella coeruleoalba 2014 Cat N - 3 0 0 0
N-197/14 Stenella coeruleoalba 2014 Cat N - 56 10 8 4
N-29/15 Stenella coeruleoalba 2015 Cat N - 81 18 0 4
N-49/15 Stenella coeruleoalba 2015 Cat N - 6 0 0 0
N-68/15 Stenella coeruleoalba 2015 Cat N - 75 11 0 0
N-286/15 Stenella coeruleoalba 2015 Cat N - 53 5 0 0
N-5/16 Stenella coeruleoalba 2016 Cat N - 94 72 36 8
N-75/16 Grampus griseus 2016 Cat N N 96 91 58 19
N-109/16 Grampus griseus 2016 Cat Pos N 0 0 0 0
N-143/16 Tursiops truncatus 2016 Cat N - 0 0 0 0
N-260/16 Stenella coeruleoalba 2016 Cat Pos Pos 97 97 97 97
N-319/16 Stenella coeruleoalba 2016 Cat Pos Pos 97 97 96 97
N-419/16 Stenella coeruleoalba 2016 Cat N - 0 0 0 0
N-44/17 Stenella coeruleoalba 2017 Cat N - 1 0 0 0
N-45/17 Stenella coeruleoalba 2017 Cat N - 0 0 0 0
N-77/17 Stenella coeruleoalba 2017 Cat N - 0 0 0 0
N-129/17 Stenella coeruleoalba 2017 Cat N - 8 0 0 2
N-168/17 Stenella coeruleoalba 2017 Cat Pos Pos 97 95 91 85
N-169/17 Delphinus delphis 2017 Cat N N 95 85 50 21
N-454/17 Stenella coeruleoalba 2017 Cat Pos N 0 0 0 0
N-488/17 Stenella coeruleoalba 2017 Cat N - 13 2 0 0
N-497/17 Stenella coeruleoalba 2017 Cat Pos N 30 8 0 0
N-557/17 Stenella coeruleoalba 2017 Cat Pos N 97 97 97 97
N-604/17 Stenella coeruleoalba 2017 Cat Pos N 13 7 2 0
N-620/17 Stenella coeruleoalba 2017 Cat Pos N 96 95 90 71
Sc120907 (38) | Stenella coeruleoalba 2012 Val - - 0 0 0 0
Sc130512 (44) | Stenella coeruleoalba 2013 Val - - 96 96 96 96
Sc130602 (45) | Stenella coeruleoalba 2013 Val - - 75 43 17 4
Sc140209 (52) | Stenella coeruleoalba 2014 Val - - 27 13 2 0
Sc150218 (59) |  Stenella coeruleoalba 2015 Val - - 63 8 0 0
Sc150317 (61) | Stenella coeruleoalba 2015 Val - - 0 0 0 0
Sc150320 (62) | Stenella coeruleoalba 2015 Val - - 70 39 15 5
Sc150819A (63) Stenella coeruleoalba 2015 Val - - 95 90 73 51
Sc160217 (70) | Stenella coeruleoalba 2016 Val - - 92 64 28 10
Sc160709 (71) | Stenella coeruleoalba 2016 Val - - 94 87 58 26
Sc160731 (72) |  Stenella coeruleoalba 2016 Val - - 90 80 54 31
Dd160621 (83) Delphinus delphis 2016 Val - - 89 69 34 16
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