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RESUMEN

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa causada por bacterias del Género Brucella. Es una bacteria
Gram negativa. Hay seis especies.

La importancia de esta enfermedad es que causa pérdidas directas e indirectas a nivel productor, pérdidas
de proteinas de origen animal para la alimentacién humana. Es una zoonosis importante.

Los principales 6rganos afectados son los reproductivos; la contaminacién del medio ambiente es por
medio de la placenta, liquidos fetales y fetos.

Fue diagnosticada por primera vez en 1892 en la Republica Argentina. Se han dispuesto distintas medidas
y planes para controlar esta enfermedad, hasta el momento ninguna ha sido efectiva. No hay datos de prevalencia
actualizados, a nivel general, ni provincial, ni municipal.

En este trabajo se planted la hipotesis de que el 10 % de los bovinos del pais estaban infectados y el 30 %
de los establecimientos tenian uno o mas animales infectados.

Se procedio a realizar un muestreo sanguineo estadisticamente confiable en el Partido de Tandil (Pcia. de
Buenos Aiires), Jovita - Serrano y Coronel Moldes (Pcia. de Cordoba).

Todas las muestras de sangre fueron analizadas por las pruebas de: BPA (Antigeno Bufferado de Placa);
RB (Rosa de Bengala); SAT (Sero Aglutinacion en Tubo o Wright); 2-ME (2 Mercaptoetanol); RV (Rivanol); FC
(Fijacion de Complemento); y se determind la prevalencia de reactores en cada una de ellas.

En el Partido de Tandil se analizaron 2771 animales, provenientes de 91 establecimientos, cuya
estratificacion productiva era: 25 de tambo; 20 de cria; 32 mixtos; 14 sin identificar la produccion.

Se encontraron establecimientos con animales reactores: 75 (82,41%) en BPA; 39 (42,85%) en SAT con
titulo > 1/50 y 44 (48,35%) en RB; en 2-ME y RV 32 (35,16%); 24 (26,37%) en FC.

Los animales reactores fueron 451 (16,27%) en BPA; 148 (5,34%) en RB; 301 (10,87%) en SAT, con
titulo >; 115 (4,18%) en 2-ME; 110 (3,96%) en RV; 84 (3,03%) en FC.

De acuerdo a la Resolucién 1269/93, que considera como prueba definitoria a la de 2-ME, la prevalencia
brucélica global por establecimiento fue 35,16% y por actividad productiva: 30% en cria; 40% en tambo; 37,50%
mixta y 28,57% sin identificar. La prevalencia individual fue 4,18% y por actividades productivas: 4,17% en cria,;
4,34% en tambo; 4,32% en mixtos y 3,50% sin identificar.

En Jovita - Serrano ( Pcia. de Cdrdoba) se estudiaron 981 animales, pertenecientes a 28 tambos. Fueron
reactores a las distintas técnicas seroldgicas: 152 (15,96%) a BPA; 83 (8,60%) a RB; 89 (9,14%) a Wright con
titulos > 1/50; a RV 86 (8,88%); a 2-ME 87 (8,89%) y a FC 78 (7,98%).

En cuanto a los tambos con animales reactores, se hallaron: 22 (78,57%) a BPA; 16 (57,14%) en SAT y
14 (50%) para RB, RV, 2-ME y FC.

Segun la Resolucion del afio 93 la prevalencia de la brucelosis bovina es del 8,89% y del 50% en forma
individual y por establecimientos.

En Coronel Moldes (Pcia. de Cdrdoba) se analizaron 2545 animales, que pertenecian a 37
establecimientos; reaccionando a las distintas técnicas seroldgicas: 212 (8,13%) animales a BPA; a RB 119
(4,70%); a SAT 335 (13,16%); a RV 91 (3,58%); a 2ME 91 (3,58%) y a FC 87 (3,56%).

Los tambos con animales reactores a las distintas pruebas fueron: 30 (81,08%) a BPA; a RB 22 (59,46%);
a SAT 30 (81,08%); a RV y a 2ME 17 (45,95%) y a FC 17 (45,95%).

Por Resolucién 1269/93; la prevalencia de la brucelosis bovina es del 3,58% en forma individual y a
nivel de establecimientos 45,95%.

1. INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa causada por bacterias del Género Brucella que
comprende a seis especies, que se diferencian en cuanto a su huésped principal.
Las bacterias pertenecientes a este Género son coco bacilos, Gram negativos, sin capsulas y sin flagelos;
son aerdbicas e inmdviles; su metabolismo es respiratorio y tienen un sistema citocromo basado en el transporte
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de electrones con oxigeno o nitrégeno como aceptor terminal. Producen nitrato reductasa. Son paréasitos
intracelulares (1).

Esta enfermedad esta difundida casi mundialmente, jugando los animales los roles fundamentales para su
continuidad en la naturaleza. El ser humano es un huésped trampa.

La Organizacién Mundial de la Salud ha declarado a esta enfermedad, en el manual de Clasificacién
Estadistica Internacional de Enfermedades, dentro del grupo de enfermedades zoondticas bacterianas, bajo la
categoria 023 (2)(135) .

En los animales los 6rganos principalmente afectados son los relacionados con la reproduccién y el aborto
es el principal sintoma.

Las diferentes especies de brucelas se denominan:

NOMBRE HUESPED PRINCIPAL | OTROS HUESPEDES
L ovinos-caprinos . .
melitensis varios animales,
hombre
bovino . .
abortus varios animales
hombre
suis biovar cerdo varios animales
1,2,3. hombre, excepto la 2.
s reno . .
suis biovar 4 varios animales
hombre
L maridos . .
suis biovar 5 varios animales
hombre
neotomae ratas
ovis carnero desconocido
canis caninos hombre

Pese a ser una enfermedad que afecta principalmente a los animales, fue reconocida por los problemas que
presentaba en los seres humanos. David Bruce del Servicio Médico del Ejército Inglés, fue destinado a la Isla de
Malta, donde una misteriosa enfermedad, llamada Fiebre de Malta atacaba a los soldados ingleses de esa
guarnicion(3) . En 1.887 logrd aislar del bazo de cuatro pacientes humanos un microorganismo que él llamo
Micrococcus melitensis(4) . Este fue el primer hallazgo de la Brucella spp.

En 1892 Bernier describe la enfermedad en el Republica Argentina (5)(137) .

A este padecimiento se lo reconoce con diferentes nombres: Fiebre Ondulante, Fiebre de Malta, Aborto
Epizodtico Bovino, Fiebre del Mediterraneo (en humanos), Melitococcia, Aborto Contagioso, Aborto Infeccioso,
Enfermedad de Bang (159).

La gran importancia de esta enfermedad en los bovinos es que produce pérdidas econémicas directas e
indirectas y es un problema serio en Salud Publica, entre estas pérdidas directas la suma estimada asciende a $
40.853.790,00 (6) .

La brucelosis bovina se presenta clinicamente como productora de abortos en la hembra bovina y en los
machos bovinos puede producir orquitis(149)(150) .

El aborto se produce en el ultimo tercio de la gestacion y una hembra que aborta dificilmente repita este
cuadro. Esto sucede cuando la infeccion ocurre por primera vez. Con el aborto y las descargas vaginales se
eliminan la mayor cantidad de brucelas al medio ambiente, siendo este momento, el méas peligroso para el
contagio de los demas animales del rodeo; dicho contagio se produce por el contacto del feto, liquidos y
membranas fetales con animales susceptibles. EI macho puede eliminar con el semen brucelas con capacidad
infectante, estos machos enfermos no deben usarse; en inseminacion artificial es peligrosisimo si este animal tiene
semen infectado.

Hay diferentes métodos de diagnostico para la brucelosis bovina, como por ejemplo:

¢ seroldgicos
¢ hipersensibilidad
¢ bacterioldgico

En nuestro medio los mas usados son los bacterioldgicos (diagnostico de certeza) y los serologicos
(diagnosticos presuntivos).

Los métodos de control de esta enfermedad se basan en medidas de manejo, capacidad de detectar
animales reactores positivos y su segregacion del rodeo.

No existen tratamientos eficaces para esta enfermedad en los bovinos.
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Existen diferentes tipos de vacunas para prevenir la enfermedad en los animales: vacunas a cepas vivas
atenuadas, y vacunas a cepas muertas. Se aplican por diferentes vias: subcutanea, oral, intramuscular.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Desde 1.887 en que se aislé por primera vez el agente causal de la enfermedad se ha investigado mucho
en diferentes aspectos relacionados con esta dolencia.

2.1 Caracteristicas de la Brucella abortus

La Brucella es una bacteria intracelular facultativa, Gram negativa que afecta particularmente a bovinos,
ovinos, caprinos y al hombre (7)(151) . Esta bacteria se multiplica intracelularmente, preferentemente en las
células del sistema reticulo endotelial (SRE) y en la placenta (9) .

Esta bacteria mide 0,5 a 0,7 micras de ancho y 0,6 a 1,5 micras de longitud; no presenta capsulas ni
coloracién bipolar y carecen de flagelos; son aerdbicas e inmoviles; su metabolismo es respiratorio y tienen un

sistema citocromo basado en el transporte de electrones, con oxigeno o nitrégeno como aceptor terminal.
Producen nitrato reductasa.

Req. Prod  Crec.en medio Aglutin. con sueros
Especie biovar CO SH2 Tionina Fucsina monoespecificos
A M R
abortus 1 + + - - + - -
2 (+) + - - + - -
3 (+) + + + + - -
4 (+) + - + -+ -
5 - - + + -+ -
6 - “) + + + - -
7 - (+) + + + + -
9 - + + + -+ -

Patogenicidad para el hombre:

1 - 9 moderada

+: cepas positivas

(+): mayoria de las cepas positivas

-: todas las cepas son negativas

(-): la mayoria de las cepas son negativas
Lisis por Fago 2 1 DCD

Especie Th Wb Fi BK R Ro 1z Rc
B.abortus1-79 - - - + - - + -

Oxidacion de sustratos:

l-alanina + l-asparagina + d-ribosa +
l-arabinosa + d-galactosa + l-arginina -
d-glucosa + d-xilosa - m-eritritol +
dl-ornitina - I-lisina -

dl-citrulina - l-ac. glutdmico +

Huésped natural preferido: bovino

d=los valores de Q(02)N pueden ser mayores 0 menores a 50 segun las cepas (10) .

Desde 1.962 se sabe que las brucelas ven favorecida su crecimiento intracelular en los trofoblastos por la
presencia del eritrol, un alcohol de 4 carbonos, que es un componente normal de los fluidos fetales bovinos. Otros
azucares simples como la glucosa, manosa, galactosa, fructosa, y N-acetil glucosamina no estimulan el
crecimiento de estas bacterias en los tejidos fetales (11) .

Hay cepas que requieren CO2 suplementario para su crecimiento. La temperatura éptima para esta
actividad es de 37°C; la mayoria de las cepas pierde su viabilidad a los 56°C; su esterilizacion se produce a una
temperatura mayor a los 80°C. Para su crecimiento requiere pH de 6,6 a 7,4, las destruye un pH menor a 3,5 (1) .

2.1.1 Supervivencia en el Medio Ambiente

Las brucelas son agentes infecciosos cuya supervivencia en condiciones naturales puede ser variable.
Esta condicion se debe entre otros factores a:

* La temperatura afecta a la supervivencia, con el calor la sobrevida es menor; el congelamiento y
descongelamiento reducen la sobrevida.
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* pH del medio
* Nutricion
* Accion de enzimas autoliticas
* Luz solar: los rayos solares directos las destruyen en poco tiempo
* Presencia de otros microorganismos.
La temperatura de pasteurizacion las elimina por completo.
No resisten a los desinfectantes comunes (1)(12) , asi observamos que:
Carbonato de Sodio 1:10 las destruye en 30 minutos; fenol 2,5% en 15 m.; formaldehido 2% en 15 m;
permanganato de potasio 1:5000 en 10 m.; potasa caustica 1:1000 en 15 m.(21)

2.1.2 Estructura Antigénica

En 1.984 se descubrid la estructura de la cadena O de lipopolisacaridos lisos (LPS) de Brucella abortus
gue se forma por la repeticiéon de unidades de monosacaridos, 4 amino-4,6-dideoxy-D-manosa 0 mas cominmente
referida como perosamina (8)(13) .

La mayoria de los antigenos brucelares son comunes a todas las cepas. Una excepcién a esto son los
lipopolisacaridos (LPS) somaticos que difieren entre las cepas lisas y rugosas, y en las proteinas de la membrana
externa que muestran algunas diferencias entre los grupos de especies.

La mayoria de los test serolégicos miden la respuesta de anticuerpos a los antigenos LPS O que
naturalmente ocurren en cepas de campo de la Brucella abortus (15).

La diferencia en las caracteristicas de las cadenas de lipopolisacaridos entre las cepas lisas y rugosas (S-
LPS y R-LPS) ahora permite examinar la respuesta inmune de los antigenos purificados con esos LPS (16) .

En las cepas lisas de las brucelas hay 2 determinantes antigénicos A y M, estos antigenos estan asociados
a la cadena de polisacaridos O del S-LPS. La estructura de ambos antigenos es muy similar: homopolimero lineal
de uniones 1,2 a unidades de 4,6 dioxi -4- formamido- alfa -D- manopiranosil terminadas por un componente
oligosacarido. La diferencia es que el antigeno M tiene una composicion semejante pero con la unién 1-3 por cada
cuatro uniones 1-2 (1) . La diferenciacién entre la B. abortus y B. melitensis esta en la distribucion de los
antigenos especificos A y M. La B. suis tiene un porcentaje intermedio de estos antigenos A; en la B. abortus hay
un mayor porcentaje de A, en la B. melitensis el predominio es del M, pero en todas estan los dos antigenos.

En las brucelas hay una endotoxina que se compone de proteinas, lipidos y polisacaridos.

La pared celular es mas inmundgena que la bacteria aislada; esta contiene varios hidratos de carbono y
solo trozos de proteina y acido RNA (14)(16) . En este componente celular se encuentran las siguientes sustancias
activas:

- Aglutinégenos P., M. y A.

- Receptores para bacteriéfagos.

- Hemoaglutindgenos.

- Endotoxinas (proteinas, lipidos y polisacaridos).
- Lipolisacéridos.

- Alérgenos.

- Sustancias protectoras.

Existen reacciones cruzadas entre las especies de Brucellas y otros géneros; estas reacciones incluyen:
Pasteurella sp., Proteus vulgaris, Pfeifferela mallei, varios serotipos de Salmonella, incluyendo S. urbana y
pollorum, Franciesella (Pasteurella) tularensis, serotipos de Leptospira, Bordetella bronchiseptica, Pseudomonas,
E. coli, Campylobacter (Vibrio) cholerae y Yersinia enterocolitica (14)

2.2 RESENA HISTORICA

La primera descripcion de la enfermedad corresponde, aparentemente, a Hipdcrates, que la describe en un
paria residente en Thasos, quien muere de la enfermedad después de 120 dias.

1.814: Burnett parece entrever la infeccion melitococcica, pero la confunde con las demas pirexias.

1.863: Marston es el primer médico que identifica la Fiebre de Malta como una enfermedad propia y la
Ilama "Mediterranean Remitent or Gastric Remitent Fever" y describe su sintomatologia.

1.887: Bruce aisld por primera vez el Género Brucella, descubriendo al agente etiopatogénico. Dicho
hallazgo lo hizo en la isla de Malta, donde la enfermedad produjo numerosos enfermos y muertos entre los
soldados de la guarnicion inglesa. LIamd a los gérmenes "Micrococus melitensis”(3) .

1.892: Hughes aisla al Estreptococus melitensis y llama a la enfermedad "Fiebre Ondulante.”

1.897: Wright y Semple descubren la existencia de aglutininas especificas en el suero de los enfermos,
facilitando el diagndstico, en su honor se lo llama método de Wright.

Bang y Stribolt aislaron un microorganismo en fetos y membranas fetales de bovinos abortados, el cual
era el productor del "Aborto Epizodtico o Contagioso del Ganado Bovino", al que denominaron Bacillus abortus,
pero en honor a su descubridor se llamé "Bacillus de Bang" y a la enfermedad: "Enfermedad de Bang". Este
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descubrimiento fue confirmado en Hungria en 1903 por Mc Fadyean. En Inglaterra en 1.909 por Stockman y en
1.910 por Mc Neal y Kerr.

1.904: El gobierno inglés establece en dicha isla una comisién compuesta por Bruce y varios médicos
militares méas, con el objeto de estudiar la enfermedad, epidemiologia y las medidas preventivas que sean
efectivas.

Las investigaciones en la Isla de Malta progresan: Zammit, Shaw, y Gilmour aislan de sangre periférica de
los enfermos el Microccoccus melitensis, Hodrroks y Basset comprueban que en un 10% de los casos, los
enfermos eliminan gérmenes por orina.

1.905: Zammit descubre a las cabras y en cultivos de leche reconoce a las bacterias, a la que considera
fuente de infeccidn para las personas. También descubre las aglutininas en el suero de la leche, la prueba se
denomind lactosuero-aglutinacion de Zammit.

1.906: Bang realiza experiencias sobre inmunizacion artificial con cultivos vivos.

1.911: Schoroeder, Cotton, y Smith, Fabyan; en forma paralela descubren que la ubre bovina era un
reservorio de Bacillus abortus, inoculan con leche sospechosa de ser tuberculosa a cobayos y observan que el bazo
e higado se presentan lesiones miliares y nodulares semejantes a las de tuberculosis pero de donde se aislan los
bacilos de Bang. Descubren al cobayo como animal susceptible y que facilita la investigacion.

1.914: Traum aisla la tercera especie del género de fetos porcinos abortados, que por su semejanza con la
especie anterior se la llamo Bacillus abortus var suis. Posteriormente, Hutyra comunica que en 1.909 habia aislado
dicho germen.

1.916: Cooledge sospecha la caracteristica de infecciocidad del bacilo de Bang para el hombre y
demuestra la presencia de aglutininas especificas en la leche, sefialando que ellas indican la existencia de ubres
enfermas.

1.918: Evans comprueba que el Micrococcus melitensis y el Bacillus abortus Bang, presentan muy pocas
diferencias morfolégicas, se acentla la similitud con las pruebas inmunoldgicas y sugiere que ambas se
denominen genéricamente: Bacterium.

1.920: Feusier y Meyer; Meyer y Shaw, por el hallazgo de Evans realizaron estudios sobre varias cepas y
confirman ampliamente lo expresado por Evans y proponen que estas 2 especies estén bajo el nombre de "Género
Brucella" en honor a su descubridor Sir David Bruce.

En ese mismo afio Zwick en Alemania, realiza la inmunizacion con cultivos vivos y muertos.

1.922: Nicolle ensaya la posibilidad de inmunizar preventivamente al hombre.

Burnett inocula extractos de cultivos de Micrococcus melitensis intradérmicamente, obteniendo un nuevo
y excelente método de diagnostico.

1.925: Se descubre una cepa atenuada de Brucella abortus que se la denomina, para diferenciarla cepa 19,
altamente eficaz para la inmunizacidn de los bovinos.

1.929: Mediante su estudio con el género Brucella, permitié por métodos de laboratorios, considerar al
germen aislado por Traum como una especie mas del género citado, llamado desde entonces Brucella suis y
establecié simultaneamente la diferenciacién de ésta Ultima con las otras 2 especies.

1.932: Huddleson y Abell crean el método de investigacion rapido de aglutininas, facilitando el
reconocimiento de reactores y desarrollo de planes profilacticos: la reaccion se denomind: Reaccion de
Huddleson(137) .

2.3 DISTRIBUCION DE LA ENFERMEDAD

Esta enfermedad fue descripta en Europa por primera vez, y se desconoce a ciencia cierta como fue que se
introdujo en el Hemisferio Americano.

Segun Huddleson, puede haber sido la causa de un brote epidémico de abortos espontaneos en Mississipi
y Lousianna en 1.864. En 1.876 demostro la naturaleza contagiosa del aborto en vacas.

En Venezuela se diagnostica en 1.898.

En Per( se describe la enfermedad en humanos, como "una fiebre de curso largo, irregular con baja
mortalidad™ entre los afios 1.907 - 1.908.

Otros estudiosos consideran que la enfermedad pudo introducirse al continente con los animales que
trajeron consigo los conquistadores que provenian de Espafia y de otros paises del Continente Europeo (17) .

2.3.1 Situacion Mundial

Esta enfermedad es de distribucién mundial, encontrdndose varios paises que estan libres o en vias de
estarlo(1)(149)(150) . En Africa los Unicos territorios libres de brucelosis bovina son: Madagascar, las islas
Comores y las Seychelles, la isla Mauricio y el Sahara espafiol.

En Asia y Oceania hay poca informacion sobre la prevalencia de la enfermedad, aunque se sabe que
existe.
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Los siguientes paises se han declarado libres: Bahrain, Isla Timor, Japon, Jordania, Kampuchea, Nueva
Guinea, Paquistan, Singapur y Vietnam.

En Europa la mayoria de los paises, desde 1.940 estan libres de esta enfermedad y los que permanecen
infectados lo estan con prevalencias muy bajas. La zona de mayor infeccion es el Mediterraneo por la brucelosis
caprina.

2.3.2 Situacion en América

Los territorios libres son los insulares como Dominica, Malvinas, Santa Lucia, San Vicente, Trinidad y
Tobago, Grenada, Bermudas, Islas Virgenes, Martinica, Guadalupe, Montserrat, Anguila y San Martin. Canada,
Uruguay y la mayor parte de EE.UU. también estan libres de brucelosis (1)(17) . La situacion de los rebafios
lecheros del distrito Federal de México se describe en el trabajo de Luna Martinez et al (136)

Segin Acha y col.(159) es una de las enfermedades mas importantes de América Latina, las pérdidas
estimadas alcanzarian los 600 millones de délares por afio.

2.3.3. Situacion en la Republica Argentina.

En Argentina, Bernier describe la enfermedad por primera vez en el afio 1.892 en Buenos Aires, Villafafie
en 1.913 y Rosenbusch en 1.917.

La situacién actual es de desconocimiento de la cifra exacta de prevalencia a nivel pais, solo hay datos
parciales o estimaciones entre los que se pueden citar (17) :
Prevalencia estimada para 1.985:
* bovinos prevalencia mayor al 10%
* caprinos prevalencia mayor al 5%
* cerdos prevalencia mayor al 5%

Los datos oficiales que el SENASA cuenta son los siguientes (6)(128):

2.3.3.1 Provincia de Buenos Aires:

Para la Cuenca Lechera proxima a la Capital Federal en 1.978 se estimaba una prevalencia del 10%.

En 1.981 sobre 14.743 bovinos de 191 tambos en 19 partidos de Buenos Aires, se detectd el 4,8% de
animales reaccionantes.

Un trabajo cita para el afio 1.984 en rodeos lecheros una prevalencia de 6,7%.

El Ministerio de Asuntos Agrarios de esta provincia, en el afio 1.987 encuentra el 42% de 6535 tambos
investigados, sospechosos a la Prueba de Anillo en Leche. En 1.988 este mismo Ministerio efectud 2 pruebas de
Anillo en Leche en 54 tambos con 2.754 animales del partido de Adolfo Alsina, resultando 27 sospechosos a una
0 ambas pruebas.

La GELSA en una usina lactea, sobre 66 tambos detecta en el 27,3% reaccion positiva a la PAL.

Las autoridades sanitarias de la provincia realizan un monitoreo constante de las cuencas lecheras, en el
area llamada Mar y Sierras los porcentajes de tambos sospechosos se encuentran en el 30%.

En 1.990 en el partido de Navarro se detectaron el 3,4% de bovinos reactores a las pruebas serolégicas.

Un trabajo realizado por el CEDIVE(156) detectd el 76,56% de prevalencia y piensan que esta puede ser
mayor en lugares donde no existe el asesoramiento veterinario. En este estudio se analizaron 39 tambos; el 35%
de los mismos tenia 0% de reactores, el 43% tenia entre 1y 4%; el 18% entre 4 y 10% y el 3% maés de 10%.

Para rodeos de cria los datos obtenidos son los siguientes: San Miguel del Monte, en el afio 1.984 se
determind la prevalencia del 7.2%.

En el partido de Ayacucho en el afio 1.989 sobre 732 muestras se detect6 el 3,9% de prevalencia, y en el
afio 1.992 en el partido de Patagones el 3.4% de reaccionantes.

En el afio 1.993 se efectud el diagnostico seroldgico sobre las muestras de VIA ampliadas para Brucelosis
de diez partidos de la Cuenca Deprimida del Salado, ubicandose en el promedio de la tasa de reaccionantes en un
6%. El mismo afio en 5 partidos del sur de la provincia se determina el 2,57% de reaccionantes positivos en los
sueros de las muestras para VIA.

2.3.3.2 Provincia de Cérdoba
No hay datos de prevalencia seroldgicas en tambos, solo se conocen establecimientos sospechosos por la
Prueba de Anillo en Leche.

Departamento N° de Rodeos % de sospechosos
San Justo 3.508 11,12%
Rio Primero 1.098 10,74%
Rio Segundo 768 13,67%
Gral. San Martin 1.482 19,87%

6 de 76



El Sitio de la Produccion Animal

En el departamento San Justo se hace un nuevo estudio sobre 2.908 tambos, resultando 2.589 negativos,
mientras que 319 fueron reaccionantes, el porcentaje de tambos es de 10,90. Los titulos de la reaccion son (18) :
++++ 81 establecimientos 25,4%
+++ 112 establecimientos 35,1%
++ 91 establecimientos 28,53%

+ 35 establecimientos 10,97%

2.3.3.3 Provincia de Santa Fe

Se analizaron por la prueba de Anillo en Leche, en 1.985, en un trabajo en el cual participaron el
Ministerio de Agricultura y Ganaderia, SENASA y empresas lacteas, se obtuvo como resultado que el porcentaje
de tambos sospechosos no era mayor al 20%.

En 1.989 sobre 1.413 tambos el porcentaje de establecimientos que reaccionaban positivamente era del
4,5% y en algunas usinas receptoras solo el 1,7%.

En 1.990 el Ministerio y SENASA siguen trabajando juntos en tambos, con los resultados que siguen:

Mes-Afio N° de Tambos % de Reaccionantes
Abril 1.990 1.286 8,0%
Diciembre 1.990 906 12,9%
Abril 1.991 340 3,1%
Agosto 1.991 295 4,7%

Otra empresa estudia 1.036 rodeos y surgen como sospechosos el 9,75%.

En 1.992 se hace un estudio sobre 825 establecimientos que remiten a 12 plantas receptoras de leche,
detectandose el 8% de rodeos sospechosos, en 4 plantas los tambos remitentes son negativos, cosa que se repite al
afio siguiente.

El panorama para los rodeos de cria en pruebas con Rosa de Bengala sobre las muestras VIA de 14
departamentos de la provincia, determiné una tasa de reaccionantes positivos del 8,71%.

2.3.3.4 Provincia de Entre Rios
Para tambos, en 1.983 se analizan 469 establecimientos distribuidos de la siguiente manera:

Departamento N° de Rodeos % de Sospechosos
Parana 272 17,2%

Nogoya 86 15,4%

Diamante 111 19,0%

En 1.990 en el Dpto. de Parana se analizan 233 tambos, resultando sospechosos el 12%.

2.3.3.5 Provincia de Jujuy
Sobre 19 tambos que componen la cuenca lechera de esta provincia, en el afio 1.983, el 6,5% de los

animales son reaccionantes.

2.3.3.6 Provincia de Catamarca

Se realiza en 1.983 un estudio seroldgico de los animales de 86 tambos, resultando el 2,9% positivos y no
encontrandose reaccionantes en el 59% de los rodeos.

En 1.992 se realiza una extraccion de sangre en 40 establecimientos del Valle Central de Catamarca, sobre
un total de 1.642 bovinos, resultan positivos el 1,27%.

2.3.3.7 Provincia de Rio Negro
Para los rodeos de cria, los datos de la Region Patagénica en el Dpto. de Pichi Mahuida, en 1.981, la
serologia da por resultado un 2,4% de positivos y el 3,8% de sospechosos.

2.3.3.8 Provincia de Chubut
Datos parecidos arrojan encuestas efectuadas en Cushamen y Futaleufd, en los Dptos. Tehuelches y Rio
Senguerr. Los resultados fueron 0,4% y 1,97% respectivamente.

2.3.3.9 Provincia de La Pampa
En un estudio hecho por Fort y colaboradores, para determinar la prevalencia seroldgica de brucelosis en
los Departamentos de Toay y Capital, en el primer Departamento la actividad es la cria con tendencia a la recria,
mientras que en el segundo se efectla el ciclo completo y la existencia es de treinta tambos. EI muestreo fue no
aleatorio y la prevalencia esperada fue de un 50% + 5% y el nivel de confianza fue del 95%. De acuerdo a esto se
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estudiaron 383 animales en Toay y 382 para Capital, todos los animales muestreados tenian mas de 2 afios. Las
técnicas utilizadas fueron BPA, SAT y 2ME. BPA fue utilizada como tamiz y el 20% de los animales analizados
en Toay fueron reactores mientras que el 10,8% lo fueron en Capital. Para 2ME se consideraron titulos positivo
aquellos iguales o superiores a 1/25 y el 10,4% de los animales de Toay vy el 3,5% de los de Capital (152) .

En otro estudio Fort(153) analiza 28 tambos del Departamento de Santa Rosa con un total de 1347
animales y 48 animales de promedio por tambo. El analisis lo efectué en leche no encontrando ningln tambo
positivo.

2.3.3.10 Provincia de Tucuman
Spath y col. (19) hacen un estudio en los afios 1.977 y 1.978 realizando el diagndstico por Fijacion de
Complemento. Trabajan con 3 estratos de tambos, divididos segln la cantidad de animales:
E1: hasta 40 animales mayores a un afio.
E2: 41 a 80 animales mayores a un afio.
E3: mas de 80 animales mayores a un afio.
Obteniendo los siguientes resultados:

ESTRATOS
El E2 E3
Est. c/Anim. react. a Br. 30/108 34/57 32/38
Porcentaje (27,8) (59,6) (84,2)
Animales react. a Br. 57/1571 140/1817 311/2731
Porcentaje (3,6) 7,7 (11,4)

2.3.3.11 Provincia de Chaco

Bakos (20), basado en las memorias anuales del Lab. Reg. de Resistencia (Chaco) en 1.988 se diagnostico
segun el sexo:

Reaccion de Huddlesson

Del total de animales el 44,55% fueron hembras con 8.70% de estas con titulos mayores a 1/50.

El 55,44% fueron machos y tuvieron titulos mayores a 1/25 el 3,97%.

Rosa de Bengala
El 58,44% de los analisis fueron hechos a hembras con 12,33% de reaccionantes.
El 41,44% restante fueron hechos a machos con el 72% de reaccionantes.

2.4 FACTORES QUE CONTRIBUYEN A LA ENFERMEDAD.
En toda enfermedad existe una relacion, llamada triada ecol6gica en la cual estan representados el Agente,
el Huésped y el Medio Ambiente.

AGENTE
MEDIO AMBIENTE HUESPED
Hay caracteristicas propias de cada factor y las relaciones mencionadas Huésped-Ambiente, Agente-
Huésped, Agente-Ambiente.

2.4.1. Caracteristicas propias del agente.

La brucelosis bovina es ocasionada por la Brucella abortus biotipos 1,2,3,4,5,6,7,9. En nuestro pais se han
diagnosticado los biotipos 1,2,4,6. Los bovinos se pueden infectar, también, con la B. melitensis y la B. suis. La
B. abortus puede infectar a otros animales y al hombre.

No hay diferencias de patogenicidad ni en la antigenicidad entre los diferentes biotipos de diferentes
cepas. Ocasionalmente pueden existir multiples biotipos en un mismo predio. En los bovinos la infeccién natural
con otras especies de brucelas son raras (12) .

En los bovinos, las brucelas, tienen predileccién por el Gtero gravido, cuya principal consecuencia sera el
aborto y se deberia a la produccion de eritritol que éstas usan como fuente de hidratos de carbono, producido por
los tejidos fetales (11)(12)(21)(23)(151) También se la halla en la ubre, higromas de articulaciones del tarso, carpo
y en los testiculos, epididimos y glandulas accesorias de los toros(12)(13)(149)(150) .

2.4.2 Contaminacion del medio ambiente
Las vias de eliminaciéon de las brucelas por parte de los bovinos son la vagina (abortos y descargas
vaginales), ubre y 6rganos genitales del toro(1)(11)(12)(13)(22)(149)(150) .
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2.4.3 Transmision

Existen 2 tipos de transmisiones para la brucelosis en un rodeo: horizontal y vertical. La primera se
produce al contaminar el medio ambiente, pueden adquirir la enfermedad todos los animales susceptibles en forma
directa (1)(12)(23)(57)(150) . La forma indirecta, por medio de vectores mecanicos, en los cuales la sobrevida de
las brucelas es muy corta, se ha demostrado, entre ellos pueden citarse: moscas, mosquitos, garrapatas
(25)(26)(149)(150) .

Por medio de aerosoles se ha descrito, para los seres humanos, como por ejemplo; para los operarios de
laboratorio que trabajan con brucelas vivas, Médicos Veterinarios, en frigorificos. Las edades de 20 a 59 afios son
los que mayormente la adquieren y son los hombres mas afectados que las mujeres (27)(28) .

Los animales silvestre que pueden infectarse con brucelas son numerosos (1)(12)(166)

Una vaca con infeccion en la glandula mamaria puede persistir de por vida con esa infeccién y eliminar
microorganismos con cada lactancia (45) . La eliminacion puede ser intermitente(150) .

La forma vertical se da en la infeccion congénita(30) (31)(32)(33)(150) .

2.4.4 Huésped

Como se ha mencionado Brucella abortus tiene marcada afinidad por el Gtero gravido, a medida que
avanza el estado de prefiez, aumenta la produccién de eritritol, lo que favorece el crecimiento de estas bacterias en
dichos tejidos, cuya consecuencia serd el aborto. La placentitis y retencion de placenta estan comdnmente
asociadas con esta infeccion (11)(57)(149)(150) .

Los animales prepulberes pueden estar en contacto con las brucelas, pero son eliminadas por los ganglios
que drenan la orofaringe entre los 30 y 60 dias posteriores al contacto y la susceptibilidad es mayor cuanto mas
(12)(21)(35) .

Un punto para tener muy se acerca la madurez sexual y la prefiez en cuenta es la presencia de animales
con infeccién "latente", es decir animales cuyas madres son animales infectadas, que serolégicamente son
negativos pero que estan infectados terminando su prefiez en un aborto, con la contaminacion del establecimiento
(29)(30)(31)(32)(33)(95) .

En cuanto a razas, la susceptibilidad seria mayor en aquellas méas precoces.

Hay sustancias quimicas que pueden alterar la respuesta inmunolégica ante el contacto del animal con las
brucelas como por ejemplo tratamientos médicos, desparasitaciones, etc.(34) .

Existe mucha discusién si los machos son igualmente susceptibles que las hembras para adquirir la
infeccion; Nicoletti (12) basado en datos de reactores halld que los toros son posiblemente mas resistentes que las
vaquillonas y vacas sexualmente maduras, pero menos gue los terneros inmaduros sexualmente.

2.4.5 Medio Ambiente

Las condiciones de clima y topografia tienen influencia sobre la supervivencia de la bacteria y sobre las
condiciones de pastoreo de los animales. En zonas aridas las condiciones climéticas (temperaturas extremas y
poca humedad ambiental), con una densidad animal muy baja, hacen que la bacteria no tenga posibilidades de
sobrevida en el medio ambiente.

En rodeos grandes, la posibilidad de que la enfermedad aparezca es mayor y los costos de control y
erradicacion también lo son, esto es por que a mayor nimero de animales se acompafia una mayor densidad de
animales (12) .

Cuadro 1: Supervivencia de Brucella abortus en el medio ambiente.

Material Supervivencia
Agua(lagunas, lagos) a 37°Cy pH 7,5 <l dia
Agua(lagunas, lagos) a 8°C y pH 6,5 >57 dias
Desechos animales en tanques 7 semanas
Desechos animales en tanques a 12°C >8 meses
Fluidos secreciones en verano 10-30 min.
Lanas en dep0sitos 110 dias
Leche a temperatura ambiente 2-4 dias
Fetos mantenidos a la sombra 6-8 meses
Descarga vaginal mantenida en hielo 7 meses
Helado a 0°C 1 mes
Manteca a 8°C 1-2 meses
Cuero manchado con excremento de vaca 21 dias
Paja 29 dias
Paja manchada con excremento de vaca 31 dias
Grasa de ordefio 9 dias
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Piel cubierta de pelos 3 dias

Tierra desecada a temperatura ambiente 4 dias

Tierra desecada a temperatura baja 27 dias
Tierra himeda a temperatura ambiente 66 dias

Capa de cal manchada con excrementos de vaca 16 dias
Heces bovinas naturales 1-100 dias

Adaptado:Garcia-Carrillo et al. (1)

2.5 PATOGENIA

El aborto y descargas vaginales son la principal fuente de contaminacion del medio ambiente y al
contaminarse el medio las brucelas pueden ingresar al organismo animal por distintas vias:

Conjuntivas: las mucosas son la principal puerta de entrada.

Respiratoria; esta via es también importante.

Digestiva: seria en la orofaringe donde el Huésped se pone en contacto con el mayor nimero de agentes.

Genital: en vagina, por el pH, seria poco probable la sobrevida de la bacteria, y por lo tanto el contagio. Cuando se
usan toros infectados en Inseminacién Artificial al depositar el semen con brucelas directamente en el Gtero (pH
favorable) el contagio es probable.

Piel: la piel lesionada es permeable a la invasion de esta bacteria.

Congeénita y latente: Una hembra infecta al feto. El porcentaje de casos es bajo (29)(30)(31)(32)(33)(150) .
Transplante embrionario: Este método no seria una fuente de ingreso del microorganismo, por los cuidados con
gue se manejan los embriones.

Al penetrar las brucelas al organismo animal, son transportadas solas o con células fagocitarias, a los
linfon6dulos regionales. Hay una inicial replicaciéon de Brucella abortus en los de la orofaringe, seguido por una
bacteriemia y una rapida multiplicacion en los tejidos fetales.

Después del aborto, mas del 80% de las vacas infectadas pasan a ser enfermas de cuadro cronico,
localizandose las bacterias en la glandula mamaria y ganglios linfaticos supramamarios. La infeccion de esta
glandula es de por vida en la vaca enferma (45). Otros tejidos y érganos donde se pueden hallar bacterias son:
bazo, linfonddulos iliacos, mesentéricos y supramamarios. En estos sitios se produce una hiperplasia con la
formacién de un granuloma. Estos cambios pueden tardar semanas en desarrollarse. La dispersién por via linfatica
0 sanguinea a otros érganos puede ocurrir, con predileccidn al Utero, ubre y linfonddulos asociados.

La bacteriemia puede prolongarse meses o afios y esta relacionada con la susceptibilidad y/o resistencia. A
mayor susceptibilidad, mayor es la persistencia de las brucelas en sangre (1)(13) .

En los toros el lugar de asentamiento son los testiculos, epididimo y glandulas anexas.

La placenta, liquidos fetales y fetos abortados son la mayor fuente de infeccion, tal es asi que Alexander et
al.(23) aislo:
del ombligo 2.4 x 108 a 4.3 x 109 bacterias/gramo.
fluidos fetales 9.5 x 1010 bacterias/ml.
cotiledones fetales 5.2 x 1011 a 1.4 x 1013 bacterias/gramo.

Estas cantidades de Brucella abortus aisladas de distintos tejidos y fluidos fetales nos dan una idea del
peligro que es para el profesional veterinario la atencidn de partos de animales cuyos antecedentes desconocemos
y todas las medidas de bioseguridad que hay que tener para estos casos.

El aborto se produce por varias causas, que act(lan todas en conjunto:

- Colonizacion de las brucelas a la placenta (cotiledones y membrana corioalantoidea).

- Alteracion del metabolismo de los fagosomas. Recordemos que las brucelas tiene mecanismos defensivos que
impiden su destruccion por parte de la célula y las convierten en un parasito intracelular. Como ejemplo de esto se
puede destacar la sobrevida de las brucelas dentro del reticulo endoplasmico rugoso en los trofoblastos de las
placentas de los rumiantes(11) .

El aborto se puede producir como resultado directo de infeccidn de la placenta o como resultado indirecto
de las endotoxinas brucélicas (37) .

2.5.1 Vias de eliminacion

Las brucelas son eliminadas del cuerpo animal por las siguientes vias:
- abortos
- descargas vaginales
- glandula mamaria; a través de la leche. En esta glandula la supervivencia de esta bacteria se desarrolla en los
macro6fagos, la cual se puede explicar por la poca actividad de la mieloperoxidasa de estos macréfagos, lo que no
permitiria la eliminacidon de las brucelas(149)(150) .
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2.6 RESPUESTA INMUNE

Una vez que la bacteria penetra al organismo por las diferentes vias, se producen en el huésped dos tipos
de respuestas; una celular y otra humoral.

Recordemos que la Brucella abortus es un parasito intracelular facultativo en la linea celular de los
macr6fagos monocitos, es decir, que es un microorganismo capaz de multiplicarse dentro del huésped normal, el
fagocito.

Describiré cada tipo de respuesta:

2.6.1 Respuesta de tipo celular

La Inmunidad Mediada por Células (IMC) es el mejor mecanismo de defensa, para estos microorganismos
gue son patdgenos intracelulares de los linfocitos mononucleares como son: Leishmanias spp., Toxoplasma
gondii, Legionella pneumophila, Chlamydia psittaci, Listeria monocytogenes, Salmonella tiphimurium,
Mycobacterium spp. como asi también B. abortus.

Este mecanismo de defensa se lleva a cabo como sugieren varias observaciones:

- Brucella abortus es un parasito intracelular facultativo,

- los macro6fagos de animales inmunizados tienen una capacidad mayor para destruir al microorganismo,

- la transferencia pasiva de anticuerpos séricos no protege a los animales de laboratorio,

- los altos niveles o titulos de anticuerpos séricos se correlacionan positivamente con infecciones de tipo crénico
MAs que con resistencia,

- los antisueros contra Brucella abortus favorecen la fagocitosis de este germen pero no aumentan la destruccion
por medio de los neutréfilos.

Los resultados obtenidos con linfocitos especificos-B. abortus mediadores de respuesta inmune, como es
inhibicion de migracion leucocitaria y transformacion blastica linfocitaria, indica que la respuesta inmune
mediada por células se correlaciona de una manera elevada con valores de infeccién como de proteccion (42) .

Cuando las brucelas invaden a los tejidos, son fagocitadas por los polimorfonucleares y fagocitos
mononucleares. Estas bacterias tienen al menos dos componentes que realizan esta funcién inhibitoria: un
lipolisacarido y un material nucleotidico (41) .

Una parte de las brucelas virulentas son destruidas y otra parte sobrevive, éstas se multiplican y se reinicia
el ciclo.

Los linfocitos después de recibir un estimulo antigénico especifico inician la produccién de Interleuquina
2 (IL2) en un animal inmune es un correlato de la actividad de los linfocitos T helper y estos son los responsables
de la memoria inmunoldgica y median la respuesta anamnésica. La inmunidad para este tipo de patégenos parece
depender de linfocitos especificamente reactivos, cuyo encuentro con los antigenos especificos, se realiza por
medio de sustancias que aumentan o facilitan que los macréfagos puedan destruir a los patégenos(43) .

Eaglesome et al. (13) sefialan que Winter (1990) indica que la inmunidad contra B. abortus en ratas se
debe a los efectos combinados de los anticuerpos y la Inmunidad Mediada por Células , realizada esta por las
células T de la clase CD4 (L3T4) y CD8 (Lyt2).

Algo mas dificultoso para demostrar en bovinos, indica que la Inmunidad Mediada por Células juega un
rol importante en la proteccion contra la brucela. La IMC considera que envuelve al Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (C.M.H.) con las moléculas de Clase Il y la Inteleuquina 1 (IL 1), que pueden participar en la
presentacion de los antigenos brucélicos a los linfocitos T bovinos.

Se ha postulado que la activacion de los macréfagos tanto como la destruccion de los macréfagos
infectados presentando antigenos brucelares en asociacion con moléculas de la Clase Il por Thl (células
inflamatorias T, CD4+) son responsables de la eliminacidn de las brucelas.

Ademas, considera que los linfocitos T citotoxicos (CD8+) pueden mediar en la destruccion de las células
infectadas por medio de la interaccion con moléculas de la Clase | asociadas con antigenos brucelares.

La inmunidad celular juega un rol mayor en la defensa contra la infeccion del ganado vacuno a B. abortus.
Inmediatamente después de esta el bovino con bacterias virulentas, se produce una considerable multiplicacion y
activacion de los macréfagos, junto con la formacidn de anticuerpos por las células plasmaticas. El estimulo de la
respuesta celular, puede ocurrir independientemente de la produccion de anticuerpos humorales especificos(39) .

Esta IMC, gue es un mecanismo de defensa para los patdgenos intracelulares facultativos puede ser usada
como método de diagndstico. La IMC puede ser usada como medida de la estimulacion de linfocitos e
hipersensibilidad retardada para animales que han sido expuestos a los antigenos (38) .

Los linfocitos T helpers son responsables de la memoria inmunoldgica y de la respuesta anamnésica
mediata, se considera a la IMC como importante en la evaluacién de los regimenes de inmunizacién y en el uso de
antigenos para vacunas.

Ademas la IMC brinda proteccion contra bacterias patégenas intracelulares mediante la activacion de los
fagocitos mononucleares los cuales son las células huésped para las brucelas (40) .
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2.6.1.1 Respuesta Celular en Fetos
Existe un moderado ndmero de neutr6filos mezclados con una poblaciéon predominantemente compuesta
por leucocitos mononucleares(37) .

2.6.2 Respuesta Humoral
El organismo ante una agresién responde con la formacién de inmunoglobulinas: proteinas formadas en
los plasmocitos y en los linfocitos, que tienen actividad de anticuerpos.
Mediante campos eléctricos (diferente movilidad electroforética) se divide en 4 grupos: albdmina,
globulinas alfa, beta y gamma; se usa como sinonimia anticuerpos.
Sin embargo, la actividad de anticuerpos se puede asociar con algunas otras globulinas, especialmente
beta y algunos con movimientos intermedios entre beta y gamma.
Se identifican con las términos Ig A, Ig G e Ig M.
Se caracterizan por numerosas propiedades:
* Peso Molecular
* Constante de sedimentacion
* Movilidad electroforética
* Contenido de carbohidratos
* La presencia de actividad especifica de anticuerpos
* La habilidad para atravesar la barrera placentaria (en humanos)
* Posesion de determinantes antigénicos comunes
* Posesion de determinantes antigénicos clase especificos

2.6.3 Estructura de las Inmunoglobulinas

En el hombre las Igs G consisten en la unién de 4 subunidades unidas, 2 con un Peso Molecular de 50.000
a 55.000 (cadenas pesada o0 H o cadenas A) y 2 con un Peso Molecular de 20.000 (cadena liviana o L o cadenas
B)(53).

2.6.3.1 Produccién de Inmunoglobulinas

Cuando el estimulo antigénico es un virus, la respuesta del organismo es con anticuerpos. Pero en una
primera fase estos anticuerpos no fijan complemento, tienen la caracteristica de ser neutralizantes y de inhibir la
hemoaglutinacion. Los anticuerpos fijadores del complemento aparecen mas tarde. En términos generales la
respuesta frente a virus es en primer lugar Ig M, estos anticuerpos son neutralizantes e inhibidores de la
Hemoaglutinacion, pero no fijan el complemento. Mas tarde aparecen las Ig G con propiedades neutralizantes,
inhibidoras de la hemoaglutinacion y fijadoras del complemento.

Cuanto mas complejo es el estimulo para la produccion de anticuerpos, como es una bacteria o un
micoplasma, el patrén de produccion de Ig. es semejante: Ig M seguido de Ig G; las Ig M no son capaces de fijar
el complemento, pero los anticuerpos fijadores del complemento aparecen mas tarde y es en el momento en que
los anticuerpos neutralizantes y aglutinantes. En estos casos, se ha hallado que las Ig M fijadoras del complemento
tienen menor habilidad que las Ig G para fijarlo(39) .

Los bovinos infectados con brucelas en fase lisa, en sangre aparecen inmunoglobulinas (Ig), anti-
antigenos S-LPS, al hapteno natural (NH) y al polisacarido B (1)(15)(16) .

Lo primero en detectarse es Ig M, Ig G1y G2 (1)(12)(16) (50).

A los 5 a 7 dias post vacunacion aparecen las Igs M, cuya concentracidn tiene un pico maximo a los 13-21
dias post infeccion. A los 14-21 dias de la vacunacién aparecen las Igs G cuya concentracién maxima se verifica a
los 28-42 dias post infeccién. Las Igs M aparecen primero para declinar primero y la respuesta duradera se debe a
los anticuerpos de tipo Ig G. La Ig G1 hace pico a los 2 meses y disminuye hasta los 5 meses. La Ig G2 aumenta
mucho menos, el pico lo hace a los 4 meses y persiste hasta los 10 meses. La Ig A tiene una respuesta que es
mucho menor en duracién y magnitud; la duracion es de, aproximadamente 6 meses(21)(46)(47)(48) (50)(52).

Una de las particularidades de la Ig A bovina es su, relativamente, baja concentracion en el calostro
comparada con la gran cantidad de Ig G1(46) .

En los toros hay registrados casos de infeccién localizada en el Sistema Reproductivo con ausencia de
anticuerpos séricos pero con anticuerpos en el plasma seminal(21) . En el semen de estos animales se detectan
aglutininas. Se ha observado que en la brucelosis genital hay una respuesta humoral y paralelamente se observa la
aparicion de anticuerpos especificos en el semen y una marcada prevalencia del contenido de Ig G en los sitios de
infeccion activa. La Ig G2 se mantiene constante(36) .

En la glandula mamaria hay una sintesis reducida de Ig G1, que se observa en pequefias cantidades de Ig
G1 madura en leche, pero no es la fuente total de Ig G1 del calostro, esta cantidad se obtiene por un transporte
selectivo del suero al calostro (46) . Es posible que la Ig G1 provenga del suero y que la Ig M sea de origen local
(47).
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En bovinos seroldgicamente positivos, la mayor parte de los anticuerpos presentes son Ig G1, en
cantidades mucho mayores que en bovinos vacunados. Se han hallado Ig G1 no aglutinante en el suero de
animales infectados usando antiglobulinas. S6lo pequefias cantidades de Ig M y de Ig G2 estan presentes en el
suero de animales serol6gicamente positivos, siendo la mayor cantidad de Ig G2 en animales vacunados.

Una gran proporcién de la Ig G1 presentes en el suero de los animales positivos son anticuerpos
especificos contra Brucellas y una pequefia cantidad de Ig M fue detectada (47) .

CUADRO 2: Algunas caracteristicas diferenciales de las Igs. (48)(134):

IgG IgM
Peso molecular 160.000 1.000.000
Constante de sedimentacion 7S 19S
Movimiento electroforético media gamma rapida gamma
Estabilidad al calor Resistente Labil
Mercaptoetanol Resistente Labil
Rivanol (1%) No precipita Precipita
pH acido Resistente Inhibida

La inmunidad humoral no tiene correlacién directa con el grado de proteccidn, la resistencia es de base
celular (42)(49)

Aparentemente la sintesis de Ig G2 es un componente esencial de la respuesta de anticuerpos requerida
para eliminar la infeccion de campo o con la cepa 19. En animales infectados los niveles de Ig G2 son mucho mas
bajos que los de Ig G1. Es interesante hacer notar que las Ig G2 son los Unicos isotipos de anticuerpos que son
efectivamente dependientes de la citotoxicidad celular(42)(49) .

La principal actividad aglutinante del suero de animales infectados esta constituida por una fraccién de
globulinas con movilidad gamma. En suma, un nivel significante de actividad aglutinante en bovinos no
vacunados corresponde a las Ig G1. La mayor actividad aglutinante del suero en animales vacunados se hall6 en
las Ig G2. La actividad de la Ig G1 fue inexistente (no detectable) en los sueros de ganado vacunado y fue
detectable solamente con antigenos bufferados. La diferencia de la actividad aglutinante debido al Ig G1 y al Ig
G2 puede, posiblemente, diferenciar entre animales vacunados e infectados. Se hall6 que el ganado infectado tenia
un nivel de Ig G1 mayor que el vacunado (51) .

En algunos especies animales la cadena B es antigénicamente similar para todas las Inmunoglobulinas (un
determinante antigénico comun) y por ello, un determinado antisuero producido contra Ig G tiene reaccion
cruzada con las Ig A e lg M.

La cadena A (pesada) lleva los determinantes antigénicos de clase y se ha propuesto que esta cadena de
las Ig G se identifique como gamma, para las Ig A como alfa y para las M como mu.

Los ovinos, bovinos, caprinos, suinos, Yy equinos no transfieren anticuerpos por la placenta
(agamaglobulinémicos), pero su sistema inmune responde después de los 200 dias de gestacion (37)(44)(52) .

Los anticuerpos se obtienen hasta 36 hs. post nacimiento por ingestion de calostro(52), salvo en los
caprinos gque pueden absorber anticuerpos calostrales hasta 4 dias posteriores al nacimiento(170) .

Estos anticuerpos en terneros jovenes ejercen un efecto supresor de la respuesta inmune ante un desafio,
mas que la inmadurez del Sistema Inmune del animal.

Fetos vacunados "in Gtero" producen anticuerpos contra Brucella abortus y animales recién nacidos pero
privados de calostro son capaces de responder con anticuerpos contra la brucela mas efectivamente que los
animales que han ingerido calostro (44) .

La respuesta primaria en anticuerpos del bovino a los agentes infecciosos se caracteriza por una
produccién precoz de Ig M, seguida por un cambio a Ig G. La respuesta secundaria consiste, principalmente, en
anticuerpos Ig G. La respuesta total es influenciada factores tales como el caracter del estimulo antigénico vy el
estado inmunoldgico del animal.

En los bovinos infectados naturalmente, producen Ig G1 (no aglutinante) y pequefias cantidades de Ig M
(39) .

La respuesta humoral como celular son de corta duracion, sugiriendo que una infeccién permanente no se
ha establecido. Esta sugerencia se basa por la incapacidad de aislar Brucella abortus en los animales (35) .

Se puede inferir que la actividad unida a la Ig G se localiza externamente sobre la superficie de la bacteria
(53)

2.6.3.2 Efectos de Adyuvantes en la Produccion de Inmunoglubulinas
La presencia de aceites minerales tiene un pronunciado efecto sobre el nivel y la duracién en la
produccidn de Ig G, los cuales son mayores(52)(54) .
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2.7 PATOLOGIA

En los equinos se asocia con una patologia de las bolsas supraespinosas de la nuca, cruz y tejidos
asociados; es una infeccidn crénica. Se caracteriza por una acumulacién de material seroso y purulento bajo el
ligamento nucal. No es la Gnica bacteria que puede causar este cuadro(56) .

En la hembra bovina produce lo siguiente: en el Gtero gravido endometritis y placentitis. Placenta
engrosada en los espacios intercotiledonarios con la produccién de un liquido gelatinoso y amarillento
achocolatado. Sobre la superficie hay zonas de necrosis. Los cotiledones y las distintas membranas se presentan
edematosos.

Lesiones microscopicas: gran proliferacién de células mononucleares. Exudado inflamatorio que tiende a
solidificarse con lo que se adhiere firmemente a la placenta fetal y a las vellosidades coriénicas, por lo cual se
produce la retencién de placenta (1)(10) . Hay una inflamacion necréticas a nivel de las uniones cartncula
cotiledones cuyo resultado final es el aborto(11)(21) .

Glandula mamaria: macroscopicamente normal.

Histologicamente: focos inflamatorios de una mastitis intersticial proliferativa, no purulenta (1) .

En los machos la brucelosis se presenta con orquitis uni o bilateral con focos necroticos, a veces puede
ser granulomatosa con periorquitis fibrinosa. Con degeneracion tubular media y fibrinosa. Agrandamiento del
epididimo por infamacion necrotizante y fibrinosa. Ampulitis intersticial crénica. También hay vesiculitis y
lesiones articulares en carpo y tarso, como higromas y artritis purulenta (1)(13)(21) (36)(150).

En los fetos se han descrito reacciones inflamatorias diseminadas, hiperplasia adrenal cortical e
hiperplasia de linfonddulos. Presentan una neumonia que se deberia a una aspiracién de liquido contaminado, pero
la localizacion de la bacteria en el pulmén y el resultado de la inflamacién, posiblemente se deberia a una
diseminacién hemat6gena después de la invasion de los vasos de la placenta.

El feto tiene aspecto edematoso.

Hay abundante cantidad de brucelas en el contenido estomacal (1)(37) .

Cuando se realiza una necropsia de un feto sospechoso se deben buscar en el higado lesiones
granulomatosas. En el bazo hay variable grado de hipertrofia; los ganglios externos e internos presentan
hipertrofia.

Para hacer aislamiento se utilizan el bazo, Gtero, testiculos, vesiculas seminales, glandula mamaria, y la
mayoria de los ganglios linfatico, preferencialmente los supramamarios, los submaxilares, los retrofaringeos y los
iliacos.

2.8 SINTOMATOLOGIA

Los signos clinicos dependeran del estado inmunitario del rebafio(150) .

No hay sintomas caracteristicos que indiquen la presencia de la enfermedad. Realizando un buen estudio
clinico (buena anamnesis del rodeo y del animal en particular) se puede sospechar de la enfermedad.

El aborto se produce en el dltimo tercio de la gestacién, y se lo considera como un sintoma, aunque no
patognomanico, compatible con la enfermedad (11)(21)(25)(58) (59)(60)(61)(149)(150).

Otros sintomas son la metritis por la retencion de placenta, lesiones genitales en Utero, infertilidad;
higromas y artritis (1)(13)(36)(149)(150). En el caso de existir infecciones mixtas puede haber metritis lo que trae
como secuela una septicemia y la muerte del animal o un estado crénico seguido por la infertilidad(150) .

Fallas en la reproduccién; disminucién de la fertilidad(15)(62).

Nacimientos de terneros débiles, mortinatos(23)(61).

El cuadro subclinico fiebre recurrente esporadica y linfoadenopatias (36).

El aborto generalmente ocurre en la primera prefiez post infeccion (31) , hay casos de vacas que han
abortado 2 0 mas veces(150) .

En los machos se producen orquitis uni o bilateral, epididimitis, ampulitis, higromas y artritis(36) . Estos
animales pueden tener uno o los 2 escrotos con tumefaccidn aguda y dolorosa, los testiculos estdn normales, si la
tumefaccién escrotal permanece por largo tiempo, se produce una necrosis testicular, dicha necrosis es por
licuefaccion. Los toros enfermos pueden ser estériles cuando la orquitis es aguda, pero pueden recuperar la
fecundidad si solo un testiculo es el afectado(150) .

2.9 DIAGNOSTICO

2.9.1 Diagndstico de certeza:

Este se realiza con el aislamiento bacteriolégico (1) ; aparte de flujo vaginal, sangre, leche, calostro o
semen y fetos (1)(97) . En el animal adulto los mayores aislamientos se obtienen de los Ganglios Linfaticos:
Retromamarios, Preescapulares, Precurales, Paratoideo, Retrofaringeo, Hepatico y Popliteo (animales jovenes y
no gestantes). La distribucién generalizada indica infeccién general(105) .
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Se puede realizar un examen directo de excreciones y 6rganos infectados (fetos abortados, envoltorios
fetales, descargas vaginales, pus, etc.). La coloracion usada es Ziehl-Nielsen modificada por Stamp (66) o por
tincion de Gram(151) .

Las probabilidades de éxito dependeran de las normas de asepsia al tomar las muestras, de la siembra en
medios de cultivo adecuados y de la inoculacién de animales de laboratorio. Cuando los tejidos son provenientes
de necropsia es adecuado quitar la grasa y flamear antes de sembrarlos. Otro método de descontaminacion es con
acido clorhidrico 1N o por sucesivos pasajes en solucion salina estéril, luego se practican cortes que permitan el
sembrado de la parte interna por impresion.

Para que el medio utilizado sea satisfactorio hay que tener en cuenta que permita cultivar la mayoria de las
cepas de Brucella a partir de un pequefio indculo. Se debe verificar que desarrollen colonias del biotipo 2 muy
exigentes y que demandan suero.

El aislamiento primario se realiza por siembra directa en medios sélidos, si el material estd muy
contaminado se recurrira a la inoculacion de animales de laboratorio o bien se adicionaran a los medios violeta de
etilo y/o antibidticos. Cuando se utilicen estos Gltimos hay que tener en cuenta que estas sustancias pueden inhibir
el crecimiento de algunas cepas de Brucella, por eso la siembra debe realizarse por triplicado, en el medio basico,
en el medio basico con antibidticos y en otro con violeta de etilo. Otro medio selectivo es el de Farrel
suplementado con antibidticos y agentes antimicrobianos, pero estos inhiben el crecimiento de Brucella ovis y de
Brucella abortus biotipo 2(1) .

Para aislar Brucella de fluidos (sangre, liquido cefalorraquideo o liquido amni6tico) se emplea también
medio liquido adicionado con el 2,5 % de citrato de sodio. El método preferencial para aislar brucelas de sangre es
el desarrollado por Castarieda(139) .
2.9.1.1 Medios de cultivo

Los medios solidos permiten la observacién de la morfologia de las colonias. Los medios utilizados son
los siguientes:

Suero-Dextrosa-Agar (SDA) : permite el crecimiento de todas las especies.

N-Z-Amine-Primatone : este medio fue desarrollado en el Centro Panamericano de Zoonosis.

Triptosa-Agar y Tripticasa- Soya-Agar : crecen la mayoria de las cepas y si se les agrega el 5 al 10 % de
suero equino o de conejo crecen todas.

Agar-Suero-Glucosa

Agar-Brucella-Albini (contiene suero)

Agar con 5% de sangre de cordero.

Todos los cultivos se incuban a 37° C y en atmdsfera adicionada con el 5 al 10 % v/v de CO2. Las
colonias suelen verse a partir del cuarto dia y s6lo se descartaran las negativas una vez transcurridos 15 dias(1) .
Segin Ramacciotti(139) a los 35 dias.

Las muestras inoculadas en medio de cultivo liquido estatico se transfieren semanalmente a medio sélido
y no se descartan como negativas antes de los 30 dias.

Para cepas semilla para vacunas y antigenos se utiliza Agar-Papa, que es un medio de bajo costo, buen
rendimiento y poca disociacion de colonias.

Para hacer un aislamiento por inoculacidn, el animal de laboratorio aconsejado es el cobayo (66) . La via
de inoculacion es la intraperitoneal, intramuscular o subcutanea, estas dos Ultimas se aconsejan para leche o
material en descomposicién. Se debe inocular 2 0 méas cobayos, de los cuales uno se sacrifica a las 3 semanas y el
otro a las 6 semanas. Las lesiones macroscopicas que presentan estos animales son: hipertrofia de ganglios y bazo,
lesiones necrdticas de higado, lesiones articulares, en testiculos y epididimo. Se trozan los 6rganos, se trituran y se
hace el sembrado con el sobrenadante. Se considera una reaccion positiva cuando hay titulos seroldgicos o
evidencias patoldgicas en los cobayos inoculados.

La inoculacién de material en embrién de pollo ha sido utilizada con buenos resultados para aislar
Brucella a partir de sangre(139) .

2.9.2 Diagnastico clinico:

Por el cuadro clinico que se presenta con abortos, mortinatos o terneros débiles. Las hembras no prefiadas
son asintomaticas (1) .

En los machos hay orquitis uni o bilateral, disminucion de libido e infertilidad. Atrofia testicular,
vesiculitis, ampulitis y ocasionalmente higromas y artritis (1) .

2.9.3 Inmunodiagnéstico

Este procedimiento diagndstico se basa en detectar la respuesta del organismo ante la presencia de un
agente patdgeno, el que al estimular el Sistema Inmunolédgico desencadena 2 tipos de respuesta: una de tipo
celular y otra de tipo humoral.
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2.9.3.1 Inmunidad Celular

En las infecciones intracelulares hay una relacion entre la IMC y la hipersensibilidad retardada, aunque,
no siempre pueda demostrarse tal asociacion. En la infeccion, generalmente, la Hipersensibilidad Retardada (HR)
y el aumento de la actividad bactericida, aparecen juntas, pero la primera puede aparecer, también, en ausencia de
proteinas inmunitarias (1) .

La HR puede ser inducida por infecciones activas o por sensibilizacion debida a enfermedades
subclinicas, 0 a vacunacién. Una prueba cutanea positiva a un antigeno de Brucella indica que ha habido infeccion
pero no es prueba de enfermedad. En caso contrario, la prueba negativa, no indica ausencia de infeccidn; cuando
la funcién linfocitaria es deficiente las pruebas cutaneas pueden ser negativas. En el momento de la infeccion
activa, en los animales seroldgicamente positivos, los resultados de las pruebas en piel pueden ser negativas. Han
sido recomendadas para complementar un diagnéstico dudoso(1)(38)(42) .

Los problemas que presenta esta prueba son entre otros: la falta de alérgenos estandarizados; algunos
pueden aumentar los titulos seroldgicos o producir lesiones locales frecuentes en animales sensibilizados.

Los antigenos libres de S-LPS, como la Brucelina INRA o hidrolizados, pueden ser (tiles para resolver
reacciones cruzadas con otras bacterias. Se ha demostrado que la brucelina puede emplearse ventajosamente como
prueba tamiz, siempre que la prueba se interprete teniendo en cuenta la historia del animal o para el diagnéstico
epidemioldgico del animal(1) .

2.9.3.1.1 Test alérgicos

Se usan alérgenos proteicos extraidos a partir de una cepa rugosa de B. melitensis en vacas. Este test no es
compatible, en animales vacunados con las cepas H38 o 45/20, pero puede usarse en vacas que han sido
vacunadas con cepa 19 al menos 2 afios antes.

En rebafios recién infectados, con los test cutdneos se puede obtener un resultado méas temprano y
completo que con los test seroldgicos. Se ha recomendado como un test complementario para detectar vacas con
infeccion en periodos de incubacién con datos anamnésicos desconocidos y en rebafios problema(12) .

Para Martrenchar et al.(63) obtienen en su trabajo un 8.4% de positivos serolégicos y un 6.4% de
positivos a la HR a la brucelina (INRA) y los positivos para ambas pruebas combinadas fue de un 12%. La
sensibilidad a la HR relativa a la serologia fue de 96+2%. El Valor Predictivo Negativo de la HR es del 94+2% y
el Valor Predictivo Positivo fue del 44+16%. Los métodos seroldgicos usados fueron Sero Aglutinacién en Tubo
(SAT), Rosa de Bengala (RB) y Test de Fijacion del Complemento (FC). El porcentaje de animales positivos, por
lo menos para una de las pruebas, seroldgicas estandares fue significativamente mayor para hembras mayores de 3
afios. Si se considera sobre FC, los porcentajes previos no se modifican significativamente. Si solo RB se
considera, la sensibilidad relativa de la HR aumenta significativamente (chi2=4.3, df=1, P<0.04) y llega a
58+20% (hay 14 verdaderos positivos y 558 falsos de 583 verdaderos negativos).

Estos autores observaron que hay animales que reaccionan a las pruebas de HR, pero no a las seroldgicas;
esto se puede deber que la HR aparezca antes que los anticuerpos circulantes; alternativamente, estos animales
pueden estar en un estado cronico de la enfermedad. Puede haber falsos positivos, dependiendo de la ausencia de
pared celular LPS en el antigeno. Los animales que reaccionan a la serologia pero no a la HR pueden estar en un
estado anérgico. De todos modos, no se debe olvidar que los falsos positivos a la serologia existen: esto se debe a
reacciones cruzadas entre LPS del genero Brucella y algunos antigenos de la familia Enterobacteriaceae
(Salmonella urbana, Yersinia enterocolitica tipo 9, E. coli, etc.).

Las pruebas se realizan del mismo modo que la tuberculinizacion, es decir, se mide el grosor de la piel con
un cutimetro; la reaccién inflamatoria es mucho menor, si no se usa el cutimetro, cualquier reaccion palpable debe
considerarse positiva.

Si el animal tiene nédulos de parasitos intradermales (Demddex, Filariodea, Besnoitia) pueden interferir
con el diagnostico; para que esto no suceda, se debe afeitar o pintar el sitio de inoculacion del antigeno, para no
confundir alguna de estas lesiones con una reaccion diagndstica.

Esta prueba da mejores resultados si se combina con las seroldgicas y se considerara positivo, si el animal
es reaccionante a una o ambas pruebas, la sensibilidad serd mayor pero la especificidad decrece.

Otra ventaja es que no es necesario el uso del laboratorio y no se necesita identificar a los animales
(facilidad de manejo).

Se debe recordar que esta prueba tiene una relativamente baja sensibilidad y algunos animales infectados
pueden no ser detectados.

Para Bercovich et al. (64) el test de hipersensibilidad retardada no detecta la infeccién en animales con
titulos serolégicos altos, pero si diagnostica infeccion en vacas con serologia dudosa o solo positiva a Ring test.
En estos casos el test de hipersensibilidad retardada debe usarse como prueba definitoria.

En la hipersensibilidad retardada no hay falsos positivos. Esta prueba detecta un 77% de infeccidn
comprobada por bacteriologia.
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Segun Shuterland (39) un animal con infeccion, vacunado o después de la exposicion a brucela 0 a un
antigeno brucelar produce una respuesta inmunitaria que tiene dos aspectos, hay por un lado un aumento de la
respuesta seroldgicas y por el otro hipersensibilidad. Dicha hipersensibilidad involucra a linfocitos y es Ilamada
"tipo demorada", es equivalente a inmunidad mediada por célula, las cuales son célula T y macrdfagos. Se
produce un eritema e induracidn a las 24-48 hs.

Se ha demostrado que el complejo LPS-endotoxina esta asociado al aglutinégeno Ly es el responsable de
la elevacion anamnésica de las aglutininas después de la prueba alérgicas.

El LPS es la causa de la toxicidad dérmica de los animales positivos. Lo que provoca la reaccién es la
proteina del antigeno brucélico: la mayoria de las proteinas antigénicas son comunes a todas las especies dentro
del género Brucella.

2.9.3.1.2 Pruebas anamnésicas
De todo animal infectado, seroldégicamente negativo, Shuterland demostrd que tenia un 75% de
sensibilidad y un 100% de especificidad en ganado expuesto a brucelas.

2.9.4 Diagnostico Serolégico
Con este tipo de diagnostico lo que se detecta son anticuerpos (Ig M, Ig G1 e Ig G2) y por este tipo de
pruebas no se pueden reconocer las clases de anticuerpos pero si el predominio de alguno de estos.

2.9.4.1 Antigenos

Para la preparacién de los Antigenos se usa la cepa de Brucella abortus 1119-3. Todos los antigenos
deben ser uniformes y estandarizados. Mayores referencias en cuadro N°3. Hay una serie de requisitos que deben
cumplir:

Pureza: no deben tener otros gérmenes. El control se realiza con tinciones de Gram, Koster o Zielh
Nielsen.

Esterilidad: el antigeno sembrado en Thioglicolato, Saboureaud, caldo dextrosado con indicador de
Andrade y SDA; no deben presentar crecimiento.

Sensibilidad: debe probarse por lo menos frente a 20 sueros con titulos conocidos, incluyendo negativos,
en comparacion con el antigeno patrén.

2.9.4.2 Suero Patron Internacional anti-Brucella

El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Brucelosis recomienda el uso del 2° Suero Estandar
Internacional Anti-Brucella abortus (ISABS), al cual se le asigna arbitrariamente, el valore 1.000 U.1./ml.(94) .
Cuadro 3: Caracteristicas de los diferentes antigenos usados para el diagnéstico seroldgico de la brucelosis bovina.

Antigeno pH Vol. Cel.
Placa 6-7 10-12%
Tubo 6-7 4,5%
Rosa Bengala 3,65+0,02 8%
Rivanol 5,8-6,2 4%
Anillo Leche 4-43 4%
BPA 440,02 11%

Fuente:Ex-CPZ (65)

2.9.4.3 Fendmeno de zona

Este fendmeno puede ocurrir con sueros que posean titulos finales altos, pero que en las diluciones bajas
den resultados negativos.

Una de las causas es que se trabaje con antigenos que no respondan a las normas estandares o si el suero
estd muy contaminado. Pero en estos casos se forma un depoésito en el fondo del tubo.

Este fendmeno también se puede observar en la Fijacion del Complemento, Rosa de Bengala y no lo
presenta la prueba de Placa con Antigeno Buferado (BPA)(85)(156)(157) . Esto se produce por la presencia de
anticuerpos incompletos 0 monovalentes que se unen al antigeno sin producir aglutinacion. Algunas veces estos
anticuerpos, demostrables por la Prueba de Coombs, bloguean los determinantes antigénicos de la célula,
impidiendo la formacion de puentes intercelulares, y por ende, la aglutinacién.

2.9.4.4 Descripcidn de técnicas seroldgicas

2.9.4.4.1 Prueba de aglutinacidon en placa (Huddleson y Abel). (1)(21)(52)(66)(69) .

Es una prueba sencilla y econémica. Pero esta muy influenciada por el medio externo (operador,
temperatura ambiente, etc) . Tiene la ventaja sobre la prueba en tubos, que es menos afectada por los fendmenos
de zona, presencia de anticuerpos incompletos y la hemdlisis de los sueros.
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Con esta prueba se detectan las siguientes inmunoglobulinas: Ig M, que son la que mayormente se
detectan, también las Ig A, Ig Gl e Ig G2

En todos los paises donde se la utiliza se debe repetir cada 30 a 60 dias, si los titulos aumentan significa
infeccion y si disminuyen, el animal es negativo.

2.9.4.4.2 Prueba de aglutinacién en tubo. SAT (Wright 1.897) (1)(52)(69).

Esta prueba se usa para el transito internacional de animales, los resultados son expresados en Unidades
Internacionales (Ul).

Los titulos bajos pueden deberse a infecciones recién adquiridas, pudiendo ser, estos animales negativos;
0 en los casos crénicos la prueba puede ser negativa.

Con SAT es frecuente obtener bajos titulos en animales infectados. Estos titulos se obtienen en un gran
namero de animales de los cuales no se aisla la Brucella. SAT clasifico correctamente solo el 52% de 165 vacas
infectadas.

Estas 2 pruebas, en placa y tubo, por su baja sensibilidad y especificidad, estan dejandose de lado. La
SAT se realiza de rutina con el 2 Mercaptoetanol.

Esta prueba tampoco diferencia anticuerpos post-vacunales de los que son el resultado de infeccion(39) .

Los inconvenientes de esta prueba es que son necesarios tubos, estantes, estufas y su largo tiempo para la
lectura (69)

Con la adicion de EDTA, se eliminan algunas reacciones inespecificas y fendmenos de zona. El agente
guelante actla bloqueando la interaccién entre porcién FC de las Ig M bovina y las brucelas. El blogueo no se
origina por la quelacién del calcio, sino, por la configuracion del EDTA que le permite competir por los sitios
receptores de la brucela. Se le agrega a la dilucién final del antigeno 10mM de EDTA. Esto hace aumentar la
especificidad a la prueba.

Cuando los niveles de brucelosis bovina son bajos, la presencia de reacciones cruzadas o inespecificas
adquiere mayor importancia, el EDTA disminuye las reacciones inespecificas(70)

El uso del EDTA maodifica el antigeno en el SAT pero no altera significativamente la aglutinacién causada
por la infeccion por Brucella abortus, en muchos sueros. Efectivamente, el titulo se puede aumentar en algunos de
estos sueros, en estos casos, el EDTA provee una aglutinacion especifica. Esto es inexplicable. Ademas existe una
buena correlacion entre el SAT modificado por EDTA, y el SAT a 56°C. Sin embargo, el SAT a 56°C altera mas
especificamente las reacciones de aglutinaciéon y en menor medida que el SAT por EDTA. Por otra parte, el
antigeno modificado por EDTA reduce significativamente los titulos no especificos del suero. El test de FC
reconocido como un test muy especifico y sensible para brucelosis, si se compara con los resultados obtenidos con
EDTA positivos, pueden ser algo variables, lo cual se explica por la presencia en el suero de factores aglutinantes
especificos y no especificos, en niveles variables (71)

También se ha demostrado que el cobre mejora la interaccién entre el isotipo Ig G1 y el antigeno, en
presencia de albimina(74) .

Bowden et al(72) describe que esta técnica se comienza a usar a partir de los trabajos de Scheibner en
1.976, continuados por Nieber en 1.979. La modificacién de la técnica de Wright se debe al agregado de la sal
disddica del &cido etilen diamino tretracético (EDTA) de antigeno (W-EDTA). Su mecanismo de accién no es
calcio ni magnesio dependiente, sino que corresponderia a un fendmeno de competicion entre el EDTA y la FC de
las Ig M alteradas, por los sitios de unién sobre el antigeno de brucela sin afectar la actividad de las Ig M
especificas. El antigeno se prepara con el agregado de 0,372g de EDTA a 100ml de antigeno (100mM por litro de
antigeno).

Como caracteristicas salientes de la prueba W-EDTA se pueden mencionar:

* Precocidad: se positiviza entre las 16 y 18 hs., no modificando sus titulos, lo que no se observa en Wright.

* Facilidad de lectura: caracterizada por un sobrenadante cristalino y una aglutinacion en el fondo del tubo que
resulta mas consistente a la agitacion suave, con grumos de gran claridad y tamafio.

* Bajo costo

* Facil disponibilidad de la droga

* No tdxico

* Sin olores desagradables

* Sin problemas de conservacion, ni pérdidas de actividad por prepararse en forma extemporanea y de sencillo
desarrollo.

2.9.4.4.3 Prueba con antigeno Rosa de Bengala

A veces indica infeccién antes que Rivanol, aglutinacién o FC. Sobrestima el nimero de animales que
poseen anticuerpos contra brucelas en su organismo(75)(76) .
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Es una prueba util en areas donde no se aplica la vacunacién y la prevalencia es alta. Los animales
vacunados entre los 3 y 8 meses de vida, a los 2 afios los anticuerpos residuales no son tan altos como para
interferir en el diagndéstico; lo que si ocurre con los animales vacunados de adultos.

En las areas de baja prevalencia por poco especificidad hay posibilidades que de resultados falsos
positivos, identificando bien los negativos; a los positivos se los debe someter a otras pruebas complementarias.
Estos sueros falsos positivos se debe a la presencia de anticuerpos no especificos los cuales no solo aglutinan con
Brucellas, sino con otras bacterias como Proteus, Salmonella y Alkaligenes; su presencia es la responsables de
estas reacciones. La actividad de estos anticuerpos es inhibida si la reaccion se realiza con el antigeno de brucela a
un pH de 3,65 en el cual la actividad de los anticuerpos contra brucelas no son afectados. Cualquier reaccion de
aglutinacion es considerada positiva (52) .

Tiene como ventaja el identificar animales con titulos bajos y con infecciones crénicas, que pueden ser
negativos a otras pruebas de aglutinacian.

La especificidad esta dada por el pH y la concentracion salina del antigeno; las inmunoglobulinas
afectadas son las Ig M, méas que las Ig G1 0 Ig G2y como la Ig M es producida, principalmente, como respuesta a
la vacunacién con cepa 19; se llega a la conclusion que la reaccion con la Ig M puede explicar las reacciones
falsas positivas (39) . La Ig M es inmunoglobulina no especifica, que resulta afectada por el pH, quedando activas
las Ig G, y de ellas la G1 permanecen activas(77(79) .

En la primera fase de un programa es una buena prueba, porque es facil y barata. Tiene el inconveniente
gue da falsos negativos, aungue éstos son escasos.

Segin Corbel(80) el posible efecto del colorante RB sobre la especificidad del antigeno RB fue
comparado con el mismo antigeno pero sin tefiir, no hallando diferencias. Este colorante si afecta la estructura
antigénica, es en forma minima. RB no es esencial para la especificidad, varios colorantes como fucsina basica,
eosina, naranja de acridina, verde de malaquita, cristal violeta con el mismo pH (3,65); obtienen resultados
idénticos al colorante RB. Este colorante sensibiliza a las Brucellas abortus vivas a la inactivacion fotodinamica
aungue no afect6 apreciablemente a la estructura antigénica del organismo.

No detecta anticuerpos post-vacunales, ni detecta incubacion y estados cronicos de la enfermedad(81) .

Hay correlacidn entre los sueros RB positivos - FC y RB - SAT. En rebafios infectados detecta animales
infectados méas tempranamente que el SAT e inclusive los positivos, siendo SAT negativos, pero FC positivos. Si
se vacuna al rodeo debe confirmarse el diagnostico con FC. Puede existir una proporcién de sueros positivos a RB
y negativos a FC (82) .

Timbs et al. (83) describe que existe una relacidn muy alta entre RB y FC cuando los niveles de infeccion
de la poblacion estudiada son muy altos.

Algunos animales pueden ser RB positivos y FC negativos en algunos test del rodeo y antes resultaron
RB(+) o FC(-). Cada repeticion de estos resultados (RB +, FC-) ocurre en rebafios que contintian teniendo
reactores después de realizado los test. En el campo siempre se teme que estos animales puedan ser fuente de
infeccion; pero después de repetidos esfuerzos por aislar brucelas de estos animales, no se encontraron evidencias
que indicaran que pudieran ser una fuente significativa de infeccion.

No hay relacidn entre las posibilidades que una reaccion de RB(+) siendo FC(+) esté relacionado con el
nlmero de ocasiones previas en las cuales esos animales hayan sido RB(+) y FC(-). Se ha observado el hecho que
un animal haya sido RB(+) y FC(-) segun el nimero de ocasiones previas que ha sido diagnosticado no varia, si el
estado de infeccidn del rodeo se ha establecido por el test de FC. Estos datos demuestran que hay animales que en
los rodeos bajo estudio por algtn tiempo, que reaccionan primero a RB que a otros test.

2.9.4.4.4 Prueba con Antigeno en placa tamponado (BPA)(Angus y Barton, 1.984). (1)(157) .
Gonzélez Tomé et al (85) describen la prueba, la metodologia, interpretacidn. Las conclusiones que estos
autores arriban son las siguientes:
* s un antigeno estable en el tiempo,
* muy simple de realizar, ya que se trabaja con una sola dilucién (1/25),
* |os sueros negativos a BPA, también son negativos a las otras pruebas complementarias,
* no se hallaron fenémenos de zona,
* con esta metodologia se obtienen mas falsos positivos, que con RB pero esta Gltima no detecta algunos pocos
sueros positivos a otros test.

2.9.4.4.5 Prueba de aglutinacién con 2 Mercaptoetanol (Anderson, 1.964).
Un animal positivo a esta prueba, debe considerarse infectado, aunque este vacunado, siempre que la
vacuna haya sido colocada, por lo menos 8 meses antes.
El 2ME es sensible a luz y al calor, por eso se los mantiene en heladera y frascos oscuros, la preparacion
de la solucion debe efectuarse antes de usarla. El olor que tiene es muy desagradable. Es una prueba lenta y
calidad del suero puede afectar el desarrollo (12) .
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Detecta infecciones crénicas, da menos falsos positivos que la prueba en tubo, placa o RB.
Un resultado SAT (+) y 2-ME (-) indicaria reacciones inespecificas o una infeccién reciente, lo que se
aconseja es repetir a los 15 6 20 dias.

2.9.4.4.6 Prueba con Rivanol (Anderson, R.M. y col. 1.962).

Los animales no vacunados con titulos de 1/25 se los considera infectados.

Animal vacunado con titulo 1/25 se lo considera sospechoso, se debe repetir la prueba entre 30 y 60 dias
posteriores a la primera; si el titulo es 1/50 ese animal es positivo.

Esta prueba es muy semejante al 2-ME, en lo que las pruebas determinan y en su interpretacion.

Algunos sueros son inactivados resultando Rivanol (-), pero son 2-ME (+), si esto sucede y la diferencia
de titulos es de medio punto, es que, el Rivanol puede tener una pequefia accion sobre las IGs(66) .

El Rivanol puede ser tdxico, tifie el material de vidrio que debe ser limpiado con solucién sulfocrémica.

2.9.4.4.7 Prueba de Fijacién de Complemento

Hay 2 técnicas: una trabaja con el 100% de hemodlisis y la otra con el 50% de hemdlisis, siendo esta Gltima
mas exacta, pero mas compleja y requiere mayor minuciosidad. Las dos se pueden realizar en frio y en caliente.

La técnica en frio requiere una incubacion 14 a 18 hs. a una temperatura de 4°C y la en caliente requiere
una incubacidn de 1,5 horas a una temperatura de 37°C.

El Ex-Centro Panamericano de Zoonosis (INPPAZ) y el INTA - Castelar recomiendan la técnica en frio.

La Ig G1 es més efectivamente fijada a 4°C, la Ig M lo es a 37°C.

En los animales vacunados los anticuerpos fijadores del complemento desaparecen méas rapidamente que
los aglutinantes, pero en los animales infectados son los fijadores que permanecen mas tiempo. Con una
vacunacién oleosa, los anticuerpos Fijadores permanecen mas tiempo(52) .

Esta técnica puede detectar anticuerpos aglutindégenos y no aglutindgenos. No mide Ig G2, si mide Ig G1
y es incierta su accion con las Ig M(29)(39) , las que son inactivadas con el calor(51)(101).

No detecta animales en estado de "latentes”(32)(33) . Se pueden producir reacciones anticomplementarias
0 prozonas por bloqueo de Ig G1 e Ig M por Ig G2 contra B. abortus(15) . Las prozonas se dan en la técnica en
caliente(73) . Esta técnica esta sujeta a fallas minimas.

Por el uso de diferentes técnicas, es recomendable utilizar, siempre como referencia el Suero Patrén
Internacional (ISBAS) para exportacion de los animales.

El Ex-Centro Panamericano de Zoonosis aconseja tomar a una dilucién de 1/20, como positivo y una
dilucién de 1/10 como sospechosa(86) .

Ahora la técnica esta automatizada con lo que se elimina el error humano, improvisaciones y reduce los
gastos en materiales de laboratorio(87) .

Es un método de diagndstico mas eficiente que el SAT (73)

La FC solo es escasamente influenciada por reacciones no especificas y es considerada mas especificos
que los test de aglutinacién(88).

2.9.448 ELISA

La sensibilidad y especificidad es semejante a la FC, se podrian detectar otros isotipos, ya que la actividad
fijadora del complemento, estd asociada solo a Ig G1 e Ig M. Permite trabajar con muestras que presentan poder
anticomplementario(1) .

Para poder utilizar esta técnica se necesita un lector fotométrico, el cual sirve para lecturas de diagnéstico
de otras enfermedades.

Los antigenos que se pueden usar son de diferente origen: particulados, sonicados, enteros, solubles, LPS
y proteicos. Los purificados son mas recomendables porque disminuyen las reacciones inespecificas, pero es de
escaso rendimiento.

La sensibilidad es semejante a FC y Rivanol(12) .

Este es un proceso diagnostico rapido, sensible y facil de realizar, pero necesita mucha atencion la
estandarizacion del antigeno, el conjugado del suero, tiempo de incubacion y concentracion enzimatica(89) .

El uso de ELISA de competicion puede ser de gran valor para el diagnostico confirmatorio de la infeccidn
en animales, sirviendo esta para diferenciarlos de los anticuerpos postvacunales (15)(90) .

Heck et al(91) compara ELISA con otros métodos convencionales (HIGT-Test de Hemolisis en Gel-, RB,
Riv., FC, SAT), y para ello hace una experiencia en la cual mide la respuesta inmunoldgica de 2 grupos de
animales, uno vacunado y otro no vacunado; a los 284 dias de la vacunacién, se los desafié con una descarga de la
cepa 2308.

En el grupo de los vacunados con cultivo bacteriano positivo, a los 8 semanas fue: el 100% para ELISA,
100% para HIGT, 88,5% para RB; a las 20 s., 85,2% Riv.(16s.), 84,6% en FC (20s), SAT 85,2% (20s.). Sueros
del 92 y 96% de los infectados, vacunados son positivos con ELISA y HIGT respectivamente a las 4 semanas del
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desafio y el suero del 100% de los animales pertenecen positivos a las 8 semanas post desafio. El suero de menos
de 88,6% de estos animales reaccionan positivos en los test convencionales en cualquier intervalo mayor a los 24
semanas post desafio.

Sueros del 90 y 93% de los animales infectados, no vacunados tienen reaccion positiva en ELISA y HIGT
4 semanas post desafio y menos del 62% de estos sueros tienen una reaccién positiva por otro método en este
intervalo, se realizaron pruebas hasta 12 semanas post desafio, el suero de todos los animales no vacunados
permanecié positivo en todos los test.

2.9.4.4.9 Hemolisis Indirecta

Es una prueba de mucha sensibilidad, se puede realizar en sueros que presentan poder anticomplementario
o fenémenos de zona en Fijacién de Complemento. Es menos especifica pero tiene la ventaja de ser menos
laboriosa que esta.

2.9.4.5 Diagnésticos con otros materiales

2.9.4.5.1 Mucus Vaginal(92)

Para esta prueba se usa flujo vaginal de animales recién abortados, pero expone al operador con un
material altamente contaminado. También se puede usar un tampdn vaginal en los momentos alejados del parto o
periparto. El problema creado por el fracaso de algunas vacas para la produccion de anticuerpos séricos cerca o
después del aborto, se podria solucionar con este método.

No hay falsos positivos. Este método usa antisueros fluorescentes. Las descargas uterinas no son
homogéneas, en la cantidad de bacterias expulsadas y que son recogidas para ser observadas en una tincién o
porque existe una predileccion de las brucelas por el tejido fetal y los niveles existentes en las descargas pueden
ser muy bajos con la expulsién de la placenta.

2.9.4.5.2 Prueba del Anillo en Leche(1)

Este test fue desarrollado por Fleischauer en 1.937, para detectar la presencia de anticuerpos contra la
Brucella en leche, usando antigenos de brucelas tefiidos. El desarrollo de una reaccién positiva depende de 2
factores:

- los glébulos grasos de la leche llevan adheridos los anticuerpos presentes en la leche. Cuando se deja reposar la
leche, los gl6bulos grasos suben a la superficie. Estos con las aglutininas son sensibles al calor y al agitacion
vigorosa; la adicién de células de brucelas tefiidas son aglutinadas por los anticuerpos anti Brucella;

- la unién antigeno-anticuerpo se produce en la superficie de los glébulos grasos y la coloracién se observa en la
capa grasa de la superficie.

Este test es influenciado por el contenido de grasa de la leche y por el tamafio del glébulo graso.

La posibilidad de obtener un positivo con leche mezclada de 25 vacas cuando hay dos reactores es del
96% y cuando hay 3 es del 99%(22)

Aparte del antigeno, la sensibilidad del test dependera del titulo de anticuerpos que excreta el animal por
leche.

Una reaccidn positiva en ausencia de infeccidn puede deberse a que las vacas han sido vacunadas con la
cepa 19 en edad adulta, estos titulos aparecen a la semana y persisten por 2 6 3 meses.

Pueden dar resultados positivos si la prueba es realizada en periodos de secado, en animales prefiados o a
vacas con mastitis(12)(39) .

La leche debe ser conservada a 4°C.

Esta prueba es de alta sensibilidad y puede usarse como prueba de vigilancia epidemiolégica(22)(67) .

Es una prueba simple, de amplia difusion. El antigeno es una suspension de Brucella abortus muertas,
tefiidas con hematoxilina.

Otra ventaja que posee es su bajo costo y la facil ejecucion. Cuando se juzga por medio de reacciones
seroldgicas positivas se tiene una eficiencia del 73,4% (39) .

Si se realiza esta prueba en una plataforma receptora de una usina lactea, cada 90 dias., la eficiencia es de,
aproximadamente el 95%.

Cedro et al. (68) resume las principales caracteristicas de esta prueba de la siguiente manera:

- Es una buena prueba para el diagnostico presuntivo de brucelosis.

- Sencilla, facil metodologia, gran sensibilidad, econémica y no molesta al animal lechero.

- El antigeno esta tefiido con hematoxilina o tetrazolium, estos colorantes son los de mayor eficacia para la
realizacion de esta prueba y a igual concentracién, los resultados son comparables e igualmente sensibles.

- Los antigenos son de facil preparacién y mantienen la sensibilidad por mas de un afio.
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- Una leche positiva diluida en progresién geométrica con leches negativas, mantiene su positividad hasta la
dilucién de 1/16 a 1/32 y que en algunos casos la positividad puede alcanzar hasta titulos de diluciones muy
elevadas (1/512 - 1/1024).

- Si se mezclan lechas positivas con negativas, el resultado es positivo.

- Es una buena prueba para vigilancia epidemiolégica.

- Existe una concordancia en la prueba del Anillo en Leche y la lactosueroaglutinacion. Cuando esta Gltima se
practica a partir de diluciones bajas (1/2 en adelante).

2.9.4.5.3 Ring Test sobre leche de animales individuales

En épocas anteriores, a veces se usaba como test adicional cuando no es posible detectar los animales
positivos, por los métodos de Wright y Huddleson.

La muestra debe ser obtenida de cada animal en produccién y se realiza de la misma manera. De este
modo el animal responsable de ser el que produce que la mezcla de leche sea positiva, se detecta, y si es necesario
se somete a otros test, pudiendo llegar a hacer un cultivo con la leche. Este test esta influenciado por las mismas
causas que afectan a las muestras colectivas.

Una muestra que resulta positiva se debe realizar diluciones seriadas con leche negativa, para eliminar
reacciones falsas positivas, frecuentes después de la paricion, al final de lactacion y en casos de mastitis.
Reacciones de 1/8 es significativa. A veces, animales con brucelosis crénica tienen seroaglutinacién con titulos
bajos en Wright y Huddleson; y la prueba del Anillo en Leche puede detectar la enfermedad.

2.9.4.5.4 Test de dilucion seriada de leche positiva a Anillo en Leche

Esta es usada sobre muestras de leche de animales individuales que han reaccionado a la prueba del Anillo
en Leche. Se usa para hacer diluciones leche libre de brucelas y se realiza de la forma usual. Algunos de los
animales infectados tienen titulos de 1/256 o mayores. Los vacunados no infectados pueden reaccionar con titulos
de 1/16 o0 mayores en los primeros meses post vacunacion.

2.9.4.5.5 Ring Test de muestras de cuartos

La muestra de cada cuarto de animales positivos a Ring Test se analiza en forma separada. El valor de esta
test, se basa en la siguiente observacion: el animal infectado tiene una amplia variacion entre cada cuarto, el
animal vacunado no tiene mucha variacion de titulos entre cada cuarto.

Con la leche también se pueden realizar las siguientes pruebas diagnosticas:
- Test de aglutinacion de suero lacteo en tubo
- Test de suero lacteo en placa
- Test de Coombs

Las Igs de la capa de crema, provenientes de vacas infectadas experimentalmente o vacunadas, reaccionan
positivamente a la prueba del Anillo en Leche. Se demostré que la Ig A estaba siempre presente, en menor medida
que la Ig G. El isotipo Ig G1 produce aglutinacion en el fondo de un tubo y puede interferir en la formacion del
anillo.

Una leche es negativa si todo el tubo esta coloreado y la capa de grasa es blanca.

Cantidad de Animales y cantidad de leche necesaria para realizar la prueba

< de 150 A. 1 ml.

151-450 A. 2 ml.

451-700 A. 3ml.

> de 700 A. Dividir los tambos

Se usa 1 gota (0,03 ml.) de Ag.
Un tambo que resulta positivo a esta prueba, se debe someter a todos los animales a pruebas serolégicas.
Hay una relacion entre el diagnéstico individual del 99,46% entre la prueba del Anillo en Leche y el
diagnostico seroldgico.

2.9.4.6 Otros diagnosticos:

2.9.4.6.1 Antigeno acidificado en placa(94)

Elimina factores no especificos responsables de falsos positivos. La solucion con que se detectan
anticuerpos tiene un pH de 4. El antigeno con un 10% (en volumen) de brucelas en solucién acuosa con 0,5% de
fenol y 0,85% de NaCl. El pH inhibe la mezcla de las aglutininas no especificas o las destruye.
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- Test de inactivacion por calor

- Test de aglutinacion de anticuerpos incompletos
- Test de Coombs

- Anticuerpos fluorescentes

- Test Castefieda

- Test (difusién en gel) precipitinas
- Plasma seminal (SAT)

- Inmunodifusion

- Hemolisis en gel

- Hemoaglutinacion indirecta

- Inmunofluorescencia

- Microaglutinacion

- Radio inmuno ensayo

2.10 TRATAMIENTO

En los bovinos no se acepta; hasta el momento ninguno ha dado resultados efectivos. No se realiza ni
tratamiento etiolégico ni sintomatico, ya que cuando se inicia el proceso del parto o aborto nada lo puede
interrumpir.

En la brucelosis humana si hay tratamiento con antibiéticos(151)(171) .

2.11 PREVENCION

Para la prevencion de la brucelosis tenemos que saber si el agente causal de la enfermedad existe en el
lugar. De no existir se deberan tomar todas las medidas de manejo como para evitar su ingreso, entre las cuales
podemos citar: al comprar animales, hacerlo de establecimientos que se hallen libres de la enfermedad con sanidad
garantizada; hacer sangrias periédicas para detectar posibles reaccionantes; tener un lazareto para la cuarentena de
todos los animales que vayan a ingresar al campo.

2.12 CONTROL
Para ello existen vacunas que se deben usar en las zonas donde la enfermedad esta y con rodeos de
prevalencia elevada (107) .
La vacuna ideal debe poseer las siguientes caracteristicas:
- Inocuidad.
- Proteccion del 100% de los animales vacunados.
- Facilidad de aplicacién y almacenamiento.
- Que no existan restricciones sobre la edad de los animales que van a ser vacunados.
- Que no genere interferencia con el diagndstico posterior.
Teniendo en cuanta los items anteriores se llega a la conclusion que no existe la vacuna ideal.
Las vacunas para evitar la brucelosis se pueden dividir en 2 tipos:
a) bacterias muertas (por calor o medios quimicos)
b) bacterias vivas pero atenuadas (mas efectivas).
En nuestro pais se usa la cepa 19, vacuna viva, pero de muy baja patogenicidad.
Haciendo una breve resefia sobre los planes para el control y erradicacién de la enfermedad que en su
momento fueran obligatorios y rigidos y ahora son obligatorios pero con la participacién fundamental del
productor.

2.12.1 Legislacion(1)

Ao 1.932: Ley 9.588 y sus decretos reglamentarios incluye a la brucelosis (fiebre ondulante) como una
enfermedad ocupacional.

Afo 1.947: Ley 11.544, 11.729 y 12.887, asi como el Decreto 26.942/47 considera, indirectamente, la
infeccion contraida en los mataderos como un accidente de trabajo. Una Resolucion Ministerial (2.396) crea un
registro de productores que quieran vacunar a su ganado contra la Brucelosis.

Ao 1.949: Ley 5.317 y sus Decretos regulatorios: hace de momento obligatoria la profilaxis de esta
enfermedad en la Provincia de Buenos Aires.

Afio 1.951: se la considera una enfermedad social.

Ao 1.952: Res. Ministerial 83 el cual dice que todos los criadores de ganado bovino, porcino y caprino
deberan realizar los tests para la deteccion de la enfermedad.

Ao 1.955:; Decreto 11.962. Regula la obligatoriedad de los tests para detectar brucelosis en los animales
importados.

Afo 1.958: Resolucion 179 regula el registro de la produccién de vacunas y antigenos para el diagnéstico.

23 de 76



El Sitio de la Produccion Animal

Afo 1.963: Ley 6.703 y Decretos regulatorios incluyen a la brucelosis entre las enfermedades que
requieren atencion prioritaria por la Policia Sanitaria y los agentes de promocidn de la ganaderia.

Ao 1.970: Ley 18.913 que enmienda la Ley 9.688, que considera a la brucelosis como un accidente de
trabajo y hace extensivo a los trabajadores de envasado de carne, aungque no estén en contacto directo con la carne.

Afo 1.980: Resolucion 698 del Departamento de Agricultura y Ganaderia; hace obligatoria la vacunacién
de terneras entre 3 y 8 meses de edad para todo animal al norte de los rios Colorado y Barrancas.

Afo 1.982: Resolucidon 73. Extiende ese requisito a todo el pais.

2.12.2 Campafias

Ao 1.932: el gobierno nacional crea una comision para el estudio de la fiebre ondulante.

Afo 1.947: numerosos planes son propuestos para el control de la enfermedad. Porque en la Pcia. de
Cordoba existen severos problemas con la misma, se proponen campafias basadas en la vacunacion y varias
medidas sanitarias.

Afo 1.957: Ministerio de Educacion y Justicia apoyados por un grupo de expertos crea las bases para la
"Ley Nacional de una Campafia Compulsoria Contra la Brucelosis Animal y Humana".

Ao 1.965: La vacunacion es compulsoria en areas de las Pcias. de Santa Fe y Cérdoba.

Un desarrollo notable de un programa piloto realizado en Cérdoba, Buenos Aires entre 1.966 y 1.967,
reduce el porcentaje de positivos de 16,1% a 8,5%.

Un estudio realizado por estudiantes del Curso de Planificacion en Salud Animal del Centro
Panamericano de Zoonosis detect6 el 8% de animales reaccionantes.

Entre 1.965 y 1.971 la rutina de trabajo del SENASA reporta que la enfermedad ronda alrededor del 13%.

En los afios 80 una Unica campafia oficialmente conducida con vacunacion obligatoria en los Dptos. Las
Colonias y Castellanos en la Pcia. de Santa Fe, donde alrededor de entre 200.000 y 600.000 cabezas de ganado
son vacunadas cada afio.

La campafia compulsoria comienza en estos afios y tiene como base las experiencias previas. Los valores
de prevalencia de infeccion fueron del 17,7%; 10 afios mas tarde, un estudio de muestras presentd una prevalencia
del 3% y un 50% de productores con establecimientos libres de infeccion.

Afo 1.980: 1.882.697 animales fueron registrados como vacunados sobre un estudio de 5.625.300
animales en el area del norte de los rios Colorado y Barrancas.

Febrero de 1.981: la vacunacion se hace obligatoria para todo el norte del los rios Barrancas y Colorado.
Después de esta decision los datos en la vacunacién de un 33,7% (1.980) asciende a 74,3% en 1.981 valores que
siguen en aumento.

Afo 1.982: la vacunacidn es obligatoria en todo el pais, Resolucion 73/82 (127) .

Afo 1.993: Por Resolucion 83 se cre6 la Comision Nacional de Lucha contra la Brucelosis y
Tuberculosis.

Resolucion 1.269: establece un Programa de Control y Erradicacion de la Brucelosis Bovina en
todo el pais (96) . En la misma, entre otras cosas, se establece, que la vacunacion se realizara a todo animal bovino
de sexo hembra comprendida entre los 3 y 10 meses de edad.

El inmundgeno utilizado sera la cepa 19.

2.12.3 Caracteristicas de la vacuna cepa 19.

La cepa 19 de la Brucella abortus se mantiene estable desde su aislamiento en 1.925(117) .

Es un inmun6geno ampliamente difundido(97) , de virulencia atenuada, no patdgena para el bovino. Esta
sirve para el control y erradicacion de la enfermedad (97)(98)(117) . Deben estar las bacterias en fase lisa. Esta
vacuna protege entre el 70 y 80% de los animales contra el aborto y el 55.7% de la infeccién y no es trasmitida
por los animales vacunados pero puede provocar abortos, siendo suficiente la inmunidad que produce por 4 6 5
prefieces(102)(117) ; la revacunacion no aumenta la inmunidad(103) . Un trabajo realizado por Cedro et al(108) se
comprob6 que después de 4 meses y medio de la vacunacion, que a los animales que se los desafiaba con una cepa
virulenta, la vacuna los protegia al 66,66% en forma absoluta y el 33,33% restante era protegido en forma
relativamente alta. Con una vacunacién temprana no existen anticuerpos residuales que interfieren con las pruebas
diagnosticas. Los animales vacunados, protegidos o no, elevan sus titulos de forma muy significativa, siendo un
problema para el diagndstico.

Presenta problemas de interferencia en las pruebas de diagnéstico. Esta vacuna induce la produccion de
anticuerpos para el antigeno O de los LPS; si se vacuna entre los 4 y 12 meses; estos anticuerpos no tendrian
interferencia con las pruebas seroldgicas. Durante las 2 y 10 semanas post vacunacion los bovinos son,
generalmente, positivos o sospechosos a todos los tests (15)(21) .

La respuesta humoral (RB, FC, IH Ind. y ELISA) es muy rapida para los vacunos. Esta respuesta es
anterior a la respuesta celular(35) .
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La inmunidad celular es importante, para el reconocimiento de la infeccion por brucela. La cepa 19 provee
una limitada eficiencia en la proteccion al desafio ante una cepa virulenta. Hay numerosas razones de esto: la
posibilidad que la IMC contribuya efectivamente a la resistencia de la enfermedad esta demostrado. La cepa 19 no
estimula a esta respuesta (una dosis), para lograr ese estimulo seria necesario la colocacion de méas dosis en el
animal (los linfocitos no son sensibilizados por la cepa o pueden suprimirlos(38) .

La proteccién por la IMC de los patégenos bacterianos intracelulares dada por la activaciéon de los
fagocitos mononucleares que son las células huésped de las brucelas. Se ha determinado que la IMC y la
linfoproliferacidn produce la proteccion contra la brucela. Se producen IL2, células T CD4 y CD8(39) . Por otro
lado, se ha hecho notar que la estimulaciéon linfocitaria guarda una buena correlacion con los hallazgos
bacterioldgicos en animales infectados(41)(102) . No hay correlacion entre el nivel de anticuerpos detectables en
la seroaglutinacion y la estimulacion linfocitaria de los linfocitos en animales vacunados y es pequefia o no existe
en los infectados, de esto se desprende:

a) los linfocitos de animales vacunados con bacteriologia confirmada por aislamiento de Brucella abortus tiene
una relacion muy alta de estimulacion linfocitaria especifica entre los terneros vacunados con cepa 19 y los
animales no expuestos a las brucelas.

b) la correlacion fue baja entre los test de estimulacion linfocitaria y el nivel de anticuerpos. Las vacas infectadas
con cepas de Brucella abortus tienen una correlacion directa entre la respuesta IMC vy los titulos de anticuerpos;
los animales vacunados no tienen correlacion entre los titulos de anticuerpos y la respuesta de IMC, medida por la
estimulacion linfocitaria.

El efecto de los anticuerpos calostrales deprime la respuesta de anticuerpos en los terneros, igual efecto
tienen los niveles de corticoides. Por lo cual Plackett et al(44) recomienda hacer una vacunacion temprana, antes
de los 5 meses, y proceder a un revacunacion.

Hay diferentes vias de aplicacién de la vacuna contra la brucelosis: oral, subcutanea, intradérmica, via
conjuntival, por pellets vaginal(21)(107) , no presentando ningln tipo de reacciones adversas ninguna de estas
vias.

No se aconseja el uso de vacuna en machos por la posible produccion de orquitis(21) .

La concentracién de bacterias en un principio fue de 5x1010 UFC; a mediados de los 80 redujo a 3x109 ,
de 1x1010 UFC.

En cuanto a la edad de vacunacion hay varias posturas: de 4 a 12 meses(13) ; de 3 a 8 meses (1) ; de 3 a
10 meses(97)(98) .

Alton(101) recomienda la vacunacion entre los 3 y 8 meses de edad; realiz6 una experiencia vacunando
animales entre los 2 y 3 meses, estos animales desarrollaron una resistencia semejante a los vacunados entre 4 y 8
meses y la produccion de anticuerpos fue menor. El limite menor para la vacunacién de las terneras es de 2 meses,
por los problemas de los anticuerpos maternales (calostro). Los anticuerpos predominantes en los vacunados son
las Ig My en los animales infectados son las Ig G.

Garcia-Carrillo et al(103) obtienen buena respuesta inmunitaria en terneros vacunados a los 3 meses; los
animales recién nacidos son inmunocompetentes. La produccién de anticuerpos en terneros de 6 meses es superior
a la obtenida en terneros de menos edad. También observaron que si vacunaban animales de entre 8 y 15 dias de
edad, la respuesta seroldgica obtenida era variable y poco intensa, con una edad mayor, la reaccion es mas
uniforme y los titulos obtenidos son mas altos en los de mayor edad.

Eaglesome et al (13) informa: a) a las vaquillonas conviene vacunarlas antes de los 9 meses y
preferiblemente antes de que inicien la actividad sexual,

b) las vaquillonas de 9 meses o mas edad deberian ser vacunadas con
dosis no mayor a 1x1010 UFC para reducir los titulos posvacunales,

¢) las vaquillonas de cualquier edad (3 a 23 meses) que se les aplique
dosis reducida (1x106 UFC a 1x109 UFC) no estan adecuadamente protegidas contra las brucelas virulentas,

d) ante el desafio con una cepa infectante, la infeccion fue
significativamente menor en hembras vacunadas a cualquier edad con la dosis normal (3x109 a 1x1010 UFC).

La vacunacion de animales adultos con dosis normales se ha usado, pero hay interferencias con los
anticuerpos y los problemas de diagnostico(43) . En los EE.UU. el programa de erradicacion de la brucelosis
bovina contempla la aplicacion de dosis reducida con cepa 19.

Después de una vacunacion con la cepa 19 las terneras, usualmente, presentan una infeccion pasiva y
desarrollan un aumento en la resistencia a la brucelosis. En raras ocasiones los animales pueden quedar
persistentemente infectados, en cuyo caso las reacciones seroldgicas no pueden diferenciarse de las infecciones
con las cepas virulentas. En los animales vacunados, se requiere un estudio para saber si la infeccion es por cepa
19 o por una cepa de campo. De 104 vacas examinadas bacterioldgicamente, se confirmé que el 37,5% de las
mismas eran positivas a cepas de campo, cepas vaccinales o a ambas. El alto porcentaje de vacas con infeccidn
con la cepa 19, es compatible con la hipétesis que la vacuna es usada en animales adultos y causa la condena de
algunos de estos animales(105)
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La dosis reducida no obvia este problema. Los animales prefiados en el primer momento o al final del 2°
trimestre, con dosis reducida tienen un gran riesgo de ser positivas a los test.

La multiplicacion masiva de brucelas en el Gtero prefiado se debe a la estimulacion del crecimiento
bacteriano por la abundancia del eritrol en ese 6rgano. La cepa 19, es una cepa cuyo crecimiento es, en general,
inhibido por el eritrol. Este factor puede ser el mas importante en prevenir la colonizacién de dicho organismo
cuando se vacuna animales prefiados. Pero, hay cepas mutantes que utilizan este alcohol para su crecimiento y es
conocida la regular aparicion de cepas eritritol sensibles en cultivos de cepa 19. Se vacunaron mas de 10.000
bovinos con la dosis estandar de cepa 19, entre el 7°y el 8° mes de prefiez observandose el 1% de abortos, por esta
razon la dosis recomendada para vacas prefiadas es de 3x108 células viables(55) . En otra experiencia, la
proporcion de vacas Holstein fue RB (+) cuando se las vacund entre los 4 y 6 meses de gestacion. La proporcién
de animales para carne que fue positivo al cultivo de la cepa 19, fue mayor cuando se las vacuno entre los 4y 6
meses de gestacion. Tanto para ganado lechero como de carne, la proporcion de positivos fue mayor cuando se los
vacund en la mitad de la gestacion, que cuando se lo hizo en el final (7-9 meses). Las vacas que se vacunaron al
final del ler o al principio del 2do trimestre (84 - 135 dias de gestacion), con una dosis reducida, corren mayor
riesgo de ser positivas a los tests para detectar la brucelosis. La infeccién inducida por la cepa 19 no fue
confirmada por aislamiento(105) .

Hay un reporte (Nicoletti, 1.986) que la cepa 19 puede producir infertilidad permanente en los machos
semejante a la enfermedad normal, y por ello no se recomienda el uso de la vacuna en estos animales.

Para Garcia-Carrillo la inmunidad que produce la cepa 19 disminuye cuando se aplica junto con otras
vacunas con adyuvantes oleosos, o mismo sucede cuando la vacunacion es realizada un mes antes, aunque la
diferencia es muy pequefia. Se propone que la diferencia entre las vacunaciones sea de un mes 0 mas, esta
determinacién se realiz6 en cobayos por lo que el autor recomienda hacer un estudio para las especies
mayores(99) .

Segln Torioni de Echaide et al(100) determinaron la mayor persistencia de anticuerpos en Bos indicus
gue en Bos taurus. Los niveles de anticuerpos con valor diagnéstico en los Bos taurus desaparecian a los 84 dias
(FC) y a los 114 dias (2-ME y AT), mientras que los Bos indicus los anticuerpos desaparecian a los 198 dias (FC)
y alos 224 en (AT y 2ME).

A un afio de la vacunacion, existian diferencias estadisticamente significativas entre los Bos taurus e
indicus a RB y de animales con titulos de significado diagndstico a 2-ME y FC. Los Bos taurus a los 8 meses
metabolizaron las Ig G.

Esta diferencia plantea el problema de hacer la sanidad y la eliminacion de reaccionantes (se eliminan
falsos positivos). El problema surge con la edad para iniciar las pruebas (en el ganado indico).

Los niveles de anticuerpos post vacunacién son detectables, por FC, a los 7 u 8 dias; haciendo un pico en
el dia 15, declinando y puede haber un 2° y 3er pico a los 2,5y 6 6 7 meses respectivamente, estos picos estan
compuestos por Ig G1 pero no por Ig M. Las Ig G2 responden mucho menos y la respuesta de Ig A no sobre pasa
los niveles basales por 10 meses. Parece que la sintesis de Ig G2 es un componente esencial de anticuerpos
requerida para eliminar la Brucella abortus cepa 19 o la infeccion de campo. En bovinos infectados se ha
observado una respuesta mucho menor a Ig G2 que de Ig G1. Es interesante notar que la Ig G2 es el Unico isotipo
de anticuerpo que son efectivos como anticuerpos dependientes de la citotoxicidad celular. Es posible que la
respuesta disminuyeran las Ig G2 y de por resultado la ciclica respuesta observada. La ausencia de las Ig G1 causa
la respuesta ciclica de las Ig M. Las Ig G1 hace un feed back con las Ig M y la Ig G2 hace un feed back con la Ig
G1; todo este cuadro explicaria el porque de la respuesta ciclica detectada por FC (50) .

Por el método de ELISA a los 5 dias post vacunacion aparecen los 4 isotipos de anticuerpos. Ig M tiene un
pico alrededor del mes y la actividad declina hasta los 4 meses. Ig G1, presenta el pico mas tarde, alrededor de los
2 meses y declina hasta los 5 meses; hay un 2° pico, mas pequefio, alrededor de los 8 meses. La Ig G2 presenta un
pico mucho menor, ubicandose alrededor del mes 4, declinando hasta los 10 meses. La Ig A es mucho menor y no
es detectable alrededor del 6° mes. Una vacuna como la cepa 19 obtiene una respuesta humoral relativamente
corta, pero es evidente que las respuestas inmunes anormales pueden ocurrir, esto se puede deber a una infeccion
persistente con la cepa vacunal, la que se debe a la incapacidad para deshacerse el animal de este tipo de estimulo
antigénico. Este tipo de respuesta, quizas infrecuente, causa problemas en el diagnéstico seroldgico y en el animal
presenta problemas de salud.

2.12.3.1 Vacuna cepa 19 Dosis Reducida

El uso de la vacuna contra la Brucelosis a Dosis Reducida (DR) traeria aparejado una mejora en los
métodos de diagndsticos, ya que los anticuerpos post vacunales tendrian una menor duracién.

Campero et al (49) trabajaron con terneras de 6 meses de edad, haciendo 2 lotes; a uno le aplicaron la
dosis reducida (DR) y al otro, testigo la dosis total (DT). La DR constaba de 0,8 x 109 células viables contenidas
en 2 ml. de diluyente; la DT constaba de 83 x 109 células en 5 ml. de diluyente. En el lote vacunado con DR todos
los animales fueron serolégicamente negativos a RB a los 2 meses P.V.; SAT a1 1/2 mes P.V.; FC a los 3 meses
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P.V.; 2-ME 2 1/2 meses P.V. y Riv. a los 2 meses P.V.. En el lote control (DT), las terneras se hicieron
serolégicamente negativas para RB y FC a los 3 1/2 meses; SAT a los 5 meses de la vacunacién; 2-ME a los 7
meses P.V. y Riv. a los 3 meses de la vacunacién. En todas las pruebas serol6gicas realizadas se observéd una
tendencia a una menor persistencia de titulos en el tiempo para las terneras vacunadas con la DR con respecto a
las vacunadas con la DT.

En el trabajo anteriormente citado, se deja establecido que la inmunidad contra la Brucella es del tipo
celular. Se establece, por otra parte, que la inmunidad humoral no tiene correlacién directa con el grado de
proteccion. Hembras vacunadas cuando son terneras con cepa 19, no guardan correlacion entre los titulos
serologicos medidos por SAT y la IMC evaluada por la prueba "in vitro" de estimulacion linfocitaria. La
vacunacién con DR necesitaria de una revacunacion a los 12 meses de la primera dosis; si la ternera es vacunada
al mes de vida con cepa 19, se hace un replique a los 12 meses de vida con DR.

Esta vacuna DR protege efectivamente contra el aborto. Los efectos protectores son superados por una
dosis creciente de la cepa 2308. Un aumento en la dosis de bacterias virulentas, hace que aumente el porcentaje de
animales que presentan abortos, en los animales vacunados con la DT y en los no vacunados.

Beckett et al(109) determinaron que puede existir una infeccion persistente con la cepa 19 y los titulos
residuales en suero y leche; y estos titulos eran provenientes de una vacunacion hecha en el animal adulto con la
DR. Sin embargo esto no ha sido considerado como inconveniente o interferencias en el test subsiguiente. En
contraste, la presencia de titulos de FC 1:8 (después de los 3 meses de la vacunacidn) habia resultado en la
condenacién del 16% del ganado vacunado. La vacunacion de terneras con cepa 19 tiene por efecto hacer
disminuir significativamente la proporcion de animales que exhiben titulos persistentes a FC siguientes a la
vacunacién de adultos. Sumado a esto, los titulos persistentes a FC en ganado vacunado de terneras fueron
menores que en ganado no vacunado de terneras. Presumiblemente, la mayoria de los animales reaccionantes de
terneras poseia inmunidad suficiente para prevenir una infeccion persistente con cepa 19. Se ha reconocido por
mucho tiempo que la vacunacion de ganado en la prefiez tardia con cepa 19 puede causar algunos abortos. Debido
que la replicacion de la brucela es necesario para el desarrollo de la inmunidad, no hay razén para esperar que las
DR de la cepa 19 se comporten de forma diferente a las dosis normales. A este respecto, se establece que los
abortos post vacunacion producidos por la cepa 19 ocurren de manera poco frecuente.

Mientras que la cepa 19 es una de las pocas cepas de Brucella abortus que es inhibida por la presencia
abundante del eritritol que se encuentra en los Uteros prefiados, hay cepas mutantes, tolerantes al eritritol que se
pueden hallar en cultivos de cepa 19. Probablemente la colonizacidn de Uteros prefiados por estas mutantes
originaria los abortos. Esta suposicion es sostenida por el aislamiento de las mutantes en fetos y tejidos
provenientes de abortos(104)(110)(111).

Mientras que la vacunacién con cepa 19 puede proveer una alternativa posible para el saneamiento de los
rebafios problema, los resultados presentados aqui indican que no deberian ser usados en rebafios no infectados,
pues las reacciones seroldgicas persistentes y los examenes de leche podran frustrar la deteccion temprana de la
brucelosis. Se cree que la vacunacion con cepa 19 deberia ser restringida a rebafios, en los cuales hay una parte
sustancial de ganado no vacunado previamente y en los cuales el contagio activo de brucelosis se esta
desarrollando. Los beneficios anticipados deben ser evaluados con las posibles pérdidas resultantes de abortos
inducidos por la vacunacion y la eliminacion de reactores persistentes. Las pérdidas por estos abortos podran ser
evitadas no vacunando las hembras prefiadas. Sin embargo, los beneficios de la vacunacion contrapuestos a la
dispersion activa de la infeccion, en términos de ganado protegido, pueden ser mas beneficiosos que las posibles
pérdidas debidas a la vacunacion. La vacunacion con dosis reducida de cepa 19 puede, por lo tanto, ser una
herramienta préctica y econdmica para tratar problemas de brucelosis severos o potencialmente severos.

Para Crawford et al (110) la vacunacién de hembras adultas induce la proteccién contra cepas patdégenas
de Brucella abortus, existe un periodo de la prefiez, entre los dias 190 y 253, en el cual hay algo de
inmunosupresion. Hay poca diferencia en la respuesta inmune entre las vacas vacunadas cuando no estan prefiadas
con las que estan prefiadas. En estudios recientes se indica que la gran incidencia acumulada observada, en vacas
lecheras vacunadas, puede deberse al gran riesgo de inducir reactores con la cepa 19, si son vacunadas en el 2°
trimestre y la baja eficacia de esta cepa si las vacas son vacunadas en el tercer trimestre. Los resultados de esta
investigacion soportan la hipdtesis que el estado de gestacion en el momento de la vacunacién puede afectar la
proteccion a la brucelosis o la eficacia de la cepa 19, en vacas vacunadas con una DR y por lo tanto podria ser una
manera de explicar la variacion en la proteccion, dada por la cepa 19.

Cuando una vaca vacunada con la cepa 19 se enfrenta con una gran dosis desafio de Brucella abortus
patdgena, aumenta el porcentaje de aislamientos en esas vacas vacunadas con el mayor tiempo de la prefiez. Existe
una relacién positiva entre los dias de gestacién y el desarrollo de brucelosis en los animales vacunados. La
infeccion se desarrolla mas prematuramente en vaquillonas (terneras) que en vacas. Esta asociacién puede ser
esperada, en tanto y en cuanto, el parto prematuro (aborto) sea el signo clinico que caracterice a la brucelosis. Los
dias de gestacion en la exposicién de la vaquillonas y vacas con la cepa 19 aumenta, la proporcién de las primeras
que fueron infectadas fue mayor, especialmente en aquellas que fueron vacunadas con dosis reducida, por lo tanto
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los dias de gestacion en la exposicion es una variable importante que se deberia considerar y controlar cuando la
proteccion de las hembras vacunadas es testeada y discutida(111) .

Para Gonzalez Tomé et al(112) no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los animales
vacunados de joven y los revacunados de adulto con la cepa 19, pero en dosis reducida. Tal afirmacion, se basa en
que el porcentaje de prefiez fue similar en los 2 lotes: no hubo abortos atribuibles a brucelosis, los animales
reactores a las pruebas seroldgicas fueron eliminados en 12 meses del campo; por lo que se determind que no
hubo diferencias de incidencia entre revacunados y testigos.

Se ha estudiado que la vacunacién de terneras con la cepa 19, da por resultado, que el 100% de las mismas
sean reaccionantes antes de los 30 dias siguientes de la vacunacion. Cuando la erradicacién de la enfermedad ha
progresado, los reaccionantes persistentes se tornan en un problema que va en aumento. El cese de la vacunacion,
sin embargo, puede producir en la poblacién bovina, un aumento en el nivel de susceptibilidad a la infeccién por
brucela y puede tornar peligroso una infeccién recurrente.

Se sugiere que el problema de los titulos persistentes en vacas vacunadas de adultas con la cepa 19 puede
ser mitigado con una reduccion en el nimero de bacterias en la dosis de vacuna y que ésto puede ser hecho sin
afectar el grado resultante de resistencia a la enfermedad.

En todos los estadios de la prefiez con dosis normales, los abortos pueden ocurrir en menos del 1% de las
vacas y en 700 vacas lactantes vacunadas 2 6 3 meses previos, menos del 2% excretaban cepa 19 por leche. Una
reduccidn de la dosis en 1/400 pareci6 subsanar los inconvenientes causados por la persistencia de la infeccién por
cepa 19. La resistencia es semejante en las vacunadas cuando adultas que cuando terneras al mismo desafio(113) .

La respuesta seroldgica a la vacuna en dosis reducidas fue normal y no hubo interferencia con la prefiez.
La inmunidad conferida con las dosis reducidas fue apreciablemente mayor que aquella resultante de la
vacunacién a vaquillonas con las dosis normales con la cepa 19.

Ante un desafié excepcionalmente alto la inmunidad inducida debe ser considerada como satisfactoria.
Fue mejor que con aquella dada por la vacunacion convencional a vaquillonas con cepa 19, pero no tan buena
como aquella resultante de administrar la dosis reducida a vacas prefiadas.

La inmunidad producida por la vacunacion con cepa 19 es mejor cuando el ganado es vacunado siendo
adulto que cuando es vacunado de ternera.

Se sugiere que la restriccion de vacunar terneras menores de 6 u 8 meses puede ser aconsejada y esa
consideracion puede ser dada por el uso de una dosis reducida de cepa 19 en ganado mayor (mas de 18 meses)
cuando se confronta a un brote de brucelosis en ganado previamente no vacunado o parcialmente
vacunado(114)(115) .

En 1.977, los "Métodos Uniformes Recomendados" y las "Reglas para la Erradicacion de la Brucelosis"
fueron enmendadas para reconocer la vacunacion de ganado adulto con dosis reducida de una vacuna de cepa 19.
La eficacia de la cepa 19 en el ganado adulto esta bien documentada. Sin embargo, hasta recientemente, su uso en
adultos habia sido prohibida debido a los problemas con los titulos de aglutinacién que complican el diagndéstico
de brucelosis. Estos problemas han sido reducidos a niveles minimos a través del uso de dosis reducidas de la
vacuna de cepa 19 y tests seroldgicos mas especificos.

Estudios hechos en Florida verificaron trabajos anteriores, los cuales concluian que la proteccién
resultante de dosis reducidas de la vacuna cepa 19, fue relativamente la misma que aquella obtenida a partir de la
dosis completa. En 1.952, se concluyé que no habia diferencias en la proteccién de dosis administradas
subcutaneamente entre 0,25 ml. y 5 ml.. Més tarde se report6 que no existian diferencias significativas en cuanto a
la proteccién con dosis mas pequefias.

Investigaciones hechas anteriormente habian concluido que la rapidez de la "seroconversion" a estado
negativo luego de la vacunacién con la cepa 19 estaba inversamente relacionado con la edad y estado de la prefiez
en el momento de la vacunacion.

Rebarfios infectados de brucelosis que son dificiles de limpiar o que tienen alto porcentaje de animales
infectados son llamados "rebafios problemas". Para poder manejar el problema de los titulos residuales en vacas
adultas, pruebas distintas a los tests de RB o de aglutinacién son necesarios. Concurrentemente con un aumento en
la aparicién de rebafios con problemas no tratados, el test de precipitacion con Rivanol y el test de FC, fueron
desarrollados o adaptados para el diagnéstico de la brucelosis.

Siendo mucho mas especificos que los tests estandares de aglutinacidn, su uso minimiza los problemas
experimentados anteriormente con los titulos aglutinantes que persistian, como resultado de la vacunacion.

En 1.975 se realizaron estudios de campo cuyas conclusiones fueron las siguientes:

1) La vacunacion con cepa 19 de ganado adulto podria ser una herramienta practica y (til en rebafios problema

2) Los problemas de diagndstico podrian ser eliminados en gran medida, usando vacunas con dosis reducidas de
cepa 19 y también con procedimientos complementarios.

3) Los tests de Rivanol y FC, fueron los mejores tests para detectar las seroaglutininas resultantes de la
vacunacion de adultos.
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4) Hubo mas del 80% de reduccién en pérdidas de animales reactores por mes, cuando las pérdidas pre
vacunacién fueron comparadas con aquellos 9 meses después de la vacunacién.

5) El problema de abortos post vacunales y la infeccidn persistente en las ubres por la inoculacion de la cepa 19
serian minimos. Los criterios de seleccion de rebafios para efectuar la vacunacién de animales adultos, estd a
menudo basado en el sindrome del rebafio problema del cual hay 2 tipos basicos:

a) los rebarfios infectados en estado "cronico”, del tipo que inicialmente sefialaban la necesidad de
la vacunacion de adultos y son a menudo rebafios lecheros de mas de 200 animales,

b) el rebafio infectado en estado "agudo™ que tiene abortos y contagio rapido de la enfermedad,
con alta y potencial exposicién en el curso del brote. El dosaje y forma de administracion para la vacunacion de
adultos es 1-3x109 bacterias administradas subcutaneamente.

Los abortos ocasionales pueden ocurrir en ganado vacunado en tanto y en cuanto, la brucelosis
permanezca en el rebafio. Abortos después de la vacunacion debidos a la cepa 19 ocurren infrecuentemente y la
mayoria de los rebafios son vacunados sin tener en cuenta el estado de la prefiez. Mediante el uso de la FC y los
tests de Rivanol, el problema de los titulos residuales en adultos que habian sido vacunados de terneras, no parece
ser apreciablemente mayor que en animales no vacunados previamente.

Se concuerda, que la administracion de vacuna cepa 19 no altera el curso de la brucelosis en animales
recién expuestos a una dosis infectante al momento de la vacunacién. La exposicién antes de la vacunacién
contribuye al desarrollo y contagio de la enfermedad durante varias semanas siguientes a la vacunacion de
adultos.

Las principales ventajas de la vacunacion de adultos son:

1) Provee una nueva herramienta de control para usar en rebafios seleccionados, que de otro modo sufririan
pérdidas prohibitivas por la brucelosis,

2) Provee un medio para elevar la resistencia promedio en rebafios infectados contra la brucelosis,

3) Reduce, en muchos casos, el nimero de tests requeridos para eliminar la brucelosis de rebafios infectados,

4) Reduce las pérdidas por la eliminacién de animales reactores en rebafios infectados, particularmente, cuando se
combinan vacunacién con buen manejo.

Las desventajas principales son:

1) Los titulos residuales de la vacunacion.

2) Resultados positivos persistentes de brucelosis en rebafios lecheros siguiendo una aparente eliminacion de
cepas de campo en un pequefio porcentaje de adultos vacunados.

3) El estigma ligado a los adultos vacunados gue los identifica con rebafios infectados, aunque la brucelosis haya
sido eliminada y el rebafio liberado de la cuarentena(115) .

La vacuna que ha sido importante en el control de la brucelosis es la vacuna con la cepa 19. La vacuna
cepa 19 cuando se introdujo por primera vez contenia una dosis standard de, aproximadamente, 5x1010 UFC.
Desde mediados de los afios 80, vacunas con dosis reducidas (3x109 a 1x1010 UFC) han sido recomendadas
como un medio para reducir los anticuerpos séricos post vacunales, reducir otras reacciones post vacunacion y
elevar la edad de vacunacion de terneras de 4-12 meses.

La vacunaciéon de ganado adulto con dosis normales de Brucella abortus cepa 19 ha sido largamente
practicada en programas de control de brucelosis. Sin embargo, la vacunacién de animales adultos se asocia con la
presencia de anticuerpos persistentes en el suero, los cuales pueden interferir con la interpretacién correcta y el
diagnostico utilizando técnicas oficiales. La vacunacién de ganado adulto con dosis reducida de la cepa 19 no ha
aliviado este problema. Si el ganado vacunado con dosis reducida esta prefiado en el primer o en la primera parte
del segundo trimestre de la gestacion, estan expuestos a un riesgo mayor de ser positivos en los tests oficiales para
detectar la brucelosis. Se ha publicado, en 1.986, que la cepa 19 puede producir una infeccion permanente en toros
similar a la enfermedad natural y la vacunacion no se recomienda (13)

El mayor cuestionamiento de vacunar animales adultos con la cepa 19 son la persistencia y frecuencia de
la infeccidén en la ubre con el agente de la vacuna. Usualmente causa titulos en el suero sanguineo y leche; y si no
estd culturalmente diferenciado puede resultar en la clasificacién de vacas vacunadas como infectadas con cepas
de campo. La frecuencia de infecciones de cepa 19, luego de la vacunacién de ganado adulto, ha sido estudiados
por diversos autores. Poco se ha informado sobre la persistencia de la cepa 19 en la ubre de ganado vacunado
como adulto.

El mayor porcentaje de eliminadores de la cepa 19 fue encontrado entre ganado vacunado por la via
conjuntival. No se hicieron aislamientos del ganado que fue vacunado intra dérmicamente. La dosis reducida
administrada subcutaneamente disminuyé la probabilidad de infeccidn en la ubre, cuando se la comparé con la
dosis normal (0,45% contra 0,83%). El porcentaje de eliminacién entre todo el ganado fue de 0,53% y entre
ganado seropositivo y cultivo positivo fue del 5,6%.

Basado en los descubrimientos seroldgicos y bacterioldgicos, el porcentaje de recuperacion de infecciones
con la cepa 19 parecié ser, aproximadamente, el 40% por 6 meses, el 65% por 12 meses y el 80% por 18 meses
después del aislamiento original.
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El uso de la cepa 19 en ganado adulto ha resultado en grandes reducciones de brucelosis en rebafios
infectados y es a menudo necesario para controlar la brucelosis.

Se ha confirmado que la prevalencia de infecciones con la cepa 19 es baja y a menudo no es permanente.
La prevalencia fue mas baja entre ganado que habia sido vacunado con la dosis reducida por via subcutanea que
entre aquellos que lo habian sido con las dosis normal.

La influencia de la gestacion o lactancia sobre infecciones temporarias 0 permanentes con cepa 19
permanece desconocida, pero los datos sugieren que no hay ningin aumento de la susceptibilidad frente a la
enfermedad. 11 vacas infectadas con la cepa 19 fueron repetidamente estudiadas y se encontré que casi todas
fueron Rivanol positivas y eliminaban en forma crénica y de manera intermitente. Estos estudios enfatizan la
utilidad de examenes bacteriologicos para el diagndstico de la infeccién por brucelas. El ganado infectado por la
cepa 19 puede ser identificado y retenido para posterior venta 0 mayor produccion de leche. Muchas de estas
infecciones son temporarias. La determinacion de biotipos de cepas de campo es a veces Util en investigaciones
epidemiologicas(118) .

2.12.4 Vacuna Melitensis Rev 1

El aislamiento de esta cepa fue realizado en 1.953 y esta cepa es no dependiente de la estreptomicina. La
cepa Rev 1 se ha usado con éxito para prevenir la brucelosis en distintas especies animales, principalmente cabras
y ovejas.

Se obtuvieron resultados prometedores en bovinos. En trabajos en los cuales a los bovinos vacunados con
esta cepa se los someti6 a un desafio con una descarga de bacterias muy alta y el resultado observado fue que la
vacuna Rev 1 es un inmundgeno superior a la cepa 19 frente a la infeccién por Brucella abortus(1) .

En 1.957 se comunicaron los resultados obtenidos con una vacuna preparada con Brucella melitensis
atenuada. Trabajos realizados en Israel e Iran han demostrado que la vacuna Rev 1 es un buen agente inmunégeno
para prevenir el aborto y la infeccién de caprinos y ovinos. En estos animales los resultados son superiores a los
obtenidos con la cepa 19.

Aungue se cree que el poder inmunizante de la vacuna Rev 1 es superior al de la cepa 19, su uso en otras
especies animales no ha pasado de la fase experimental, debido a que la virulencia de esta cepa es también
superior. En el hombre, esta vacuna produce la enfermedad aguda, en la mayoria de los casos, cuando se inocula
por via subcutanea(97)

La vacuna Brucella melitensis Rev 1 ha sido estudiada y usada exitosamente en muchos paises y se
considera como la vacuna de referencia recomendada contra la brucelosis ovina y caprina. Puede, sin embargo,
inducir respuestas seroldgicas de largo alcance y causar el aborto en ovejas prefiadas; ambas dificultades pueden
ser reducidas por la administracién conjuntival. Esta vacuna puede sufrir cambios genéticos si no es mantenida
apropiadamente (119) .

Ni la cepa 19 ni la Rev 1 han dado buena proteccion contra una dosis desafio de 109 células viables, se
sometid a 2 lotes de vacas, uno vacunado con cada vacuna y se observo una diferencia entre grupos de animales.
Todas las vacas vacunadas con la cepa 19 abortaron y fueron encontradas infectadas, mientras que de 8 vacunadas
con Rev 1, cuatro abortaron, dos fueron infectadas levemente y dos fueron completamente negativas. Los
resultados presentes sugieren que la dosis desafio de 109 células de Brucella abortus 2308 (virulenta) es
probablemente demasiado severa para evaluar la calidad de una vacuna, porque en este experimento todas las
vacas vacunadas con cepa 19 se infectaron y abortaron.

La mayoria de las conclusiones concuerdan en que una dosis de Rev 1 (3 x 109 células) produce un grado
mas elevado de inmunidad que 60 x 109 células de cepa 19.

En los animales vacunados con Rev 1, la respuesta serologicas es mas baja y las reacciones post
vacunacién desaparecen mas rapidamente que en aquellos vacunados con cepa 19. Consecuentemente, el uso de la
vacuna Rev 1 para la inmunizacion de terneras reduciria la interferencia en las actividades de diagndstico en
programas de erradicacion.

Debido a la inmunidad mas elevada que confiere y las pocas reacciones post vacunacién, esta vacuna
puede ofrecer promisorios resultados en el control de la brucelosis en el ganado. Un programa piloto seria
deseable para una mayor evaluacién bajo condiciones de campo(117).

2.12.5 Vacuna M

Esta vacuna contiene una cepa mucoide que no estimula la produccion de aglutininas, pero tiene
propiedades inmunogénicas. Huddleson demostré en multiples experimentos que variantes mucoides de Brucella
abortus, melitensis y suis no producen aglutininas o solo muy bajos niveles, mientras que estimulaban la
inmunidad frente a cepas virulentas. La proteccion que brinda es pobre y siempre inferior a la de la cepa 19 (1) .

2.12.6 Vacuna Brucella suis (S2)
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Esta vacuna es originaria de China. En 1.958 se comprobé que una cepa de Brucella suis aislada de un
aborto afios antes (1.953) y mantenida por cultivos seriados en medios artificiales, habia perdido mucha de su
virulencia manteniendo sus propiedades inmunogénicas. Capaz de prevenir la infeccién por Brucella abortus en el
ganado bovino, lo mismo que la infeccion por Brucella melitensis en las cabras y ovejas incluyendo la infeccion
por Brucella suis en el cerdo. Esta vacuna se puede administrar por via oral y parenteral. Puede ocasionar
reacciones locales (subcutanea o intramuscular). Por via oral no tiene efectos adversos. La cepa es de crecimiento
rapido vy facil.

La inmunidad es semejante a la obtenida por la cepa 19 y Rev 1y en algunos casos superior.

La dosis para administrar a los caprinos es de 10x109 células y a los bovinos 25-50x109 células.

Ensayos tendientes a exaltar la virulencia de la cepa S2 han sido negativos. Tampoco se ha demostrado
gue se elimine por leche en condiciones normales; se supone que si se eliminase por leche la importancia seria
minima(l) .

Esta vacuna es usada ampliamente en China desde 1.971 y la eficacia para prevenir la brucelosis en el
campo es evidente. Se producen entre 30 y 40 millones de dosis por afio. Esta cepa mantiene las caracteristicas de
Brucella suis biotipo 1 y es lisa. La virulencia de la cepa es semejante a la de la cepa 19 pero mucho menor que
otras cepas de campo de Brucella suis. La inoculacién subcutanea en cerdas prefiadas con 50x109 células vivas de
S2 no causaron el aborto, no infectaron a la parturienta asi como, la inoculacion con 5x104 - 15x104 células de
una cepa de campo virulenta de Brucella suis si lo hizo.

La propiedad avirulenta de la cepa S2 es muy estable cuando se inocula a los animales susceptibles.

Es un efectivo inmundgeno capaz de desarrollar una inmunidad efectiva a cobayos y cabras. La S2
confiere una mayor proteccion contra la infeccion de Brucella melitensis que la cepa 19.

La S2 es capaz de estimular la produccion de titulos de aglutininas séricas en un rango entre 1/100 - 1/400
en ovejas y cabras. Después de instilar la vacuna directamente en la cavidad oral o ser administrada en el agua de
bebida, la S2 penetra a los linfonddulos y 6rganos internos para desarrollar inmunidad protectora contra las
infeccion brucelar.

Después de varios experimentos, es claro, que para ovinos y caprinos 5x109 células vivas es suficiente
para producir una inmunidad sélida. En la practica, la dosis de rutina es 10x109. Para bovinos la dosis de rutina es
de 50x109 y para cerdos dos dosis de 20 x109 células, cada una separadas por un intervalo de 2 6 3 meses.

La vacunacion de grandes majadas de ovinos y caprinos con S2 por via oral (agua de bebida) es posible y
efectiva.

La inmunidad inducida en corderos, los cuales han recibido una dosis oral de S2 en la edad de 4 a 6 meses
puede durar 4 a 5 afios. Se demostré que una revacunacion no prolonga la duracién de la inmunidad.

Los titulos seroldgicos producidos después de la vacunacién oral con S2 son bajos y de corta duracion, a
los 9 meses post vacunacion, ambas aglutininas y los anticuerpos fijadores de complemento han desaparecido
completamente. Si se realiza la vacunacién de corderos con S2, las majadas constituidas por animales jévenes y
maduros pueden quedar limpias de brucelosis y de reactores seroldgicos.

La vacuna S2 cuando se inyecta por las vias subcutanea o intramuscular a cabras u ovejas prefiadas puede
ser causa de abortos pero si se administra oralmente no lo produce; en las vacas en lactacion no produce
disminucidn en la produccion.

Puede ser usada en una vacunacién de emergencia en rebafios 0 majadas en los cuales los abortos por
brucelosis ocurren repentinamente y la dispersion de la enfermedad es muy rapida. Durante un brote de abortos
por brucelas muchos de los animales del rebafio 0 majada estan prefiados. En este estado, la vacunacion de
emergencia con una vacuna viva por via subcutanea o intramuscular puede causar en algin animal un aborto o
disminucidn de la produccion lactea, mientras que la administracion oral no perjudica a los animales.

Con la administracién oral (agua de bebida) la dosificacion de la vacuna no puede ser estrictamente
controlada. En lugares semidridos, la vacunacion de cabras y ovejas con S2 se realiza diluyendo el volumen de la
vacuna requerido por el total del rebafio dentro del agua de bebida y permitiendo a todos los animales del rebafio
beber el agua, sin separar los animales prefiados y ni los serolégicamente reactivos. En areas donde el agua y el
pasto son abundantes, la vacunacion se lleva a cabo a menudo colocando la vacuna directamente en la cavidad
oral de cada animal. En rebafios infectados, siguiendo la vacunacion de todos los ovinos y caprinos con S2, bien
en el agua de bebida o colocando la vacuna en la cavidad oral una vez al afio, por tres o cuatro afios la brucelosis
puede ser eliminada exitosamente. Con la disminucién de la enfermedad en los animales se consigue la merma de
esta en los seres humanos.

Es evidente que las combinacién de la vacunacion oral con tests diagnosticos y plan sanitario es muy
efectivo y ofrece un rapido método para la erradicacion de la brucelosis en tambos (120)

La proteccién inducida por S2 contra el desafio de 3 cepas fue igual a la obtenida por la Rev 1 o la cepa
19 en el corto término. Esta decling, con el tiempo cuando fue testeada con una cepa virulenta de Brucella
melitensis. Desde que la vacunacion con S2 es usada para proteger de la infeccion con Brucella melitensis, una
revacunacion puede ser necesaria para mantener un nivel suficiente de inmunidad en la practica. En efecto, en
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China, la inmunidad testeada en ovejas prefiadas decrece significativamente con el tiempo. La cantidad y nivel de
inmunidad ha sido comparada entre la Rev 1 y S2 en ovejas y de ello se concluye que la S2 puede ser
recomendada en lugar de la Rev 1. La baja persistencia de la inmunidad inducida por S2 contra el desafio
heter6logo de H38, en contraste, con otros tests de inmunidad; con otras combinaciones de heterdlogos, puede
deberse a la corta supervivencia de la cepa vacunal dentro de los linfonédulos. Una estimulacién del sistema
inmune puede ser corta, también, podria ser la induccidn en la produccion de anticuerpos contra el antigeno menor
M de la cepa y/o por la estimulacién de una memoria inmune celular de largo tiempo. Por ello, antes de considerar
una comparacion directa entre S2 y Rev 1 en ovejas, se debe hacer un estudio profundo sobre la persistencia de la
S2 en los 6rganos linfoides de estos animales, para poder predecir si es necesario una revacunacion(121) .

2.12.7 Vacuna H-38

Es una vacuna con bacterias muertas, con una fase lisa de Brucella melitensis 53 H-38, suspendida en un
adyuvante oleoso.

Esta vacuna H-38 fue descrita por Renoux en 1.957 y fue ensayada por primera vez en diferentes especies
animales, para bovinos el uso de H-38 ha quedado limitado a trabajos experimentales. Los ovinos y caprinos se
han vacunado a campo. De todas las vacunas con cepas muertas la que mayor inmunidad brinda por ser una cepa
lisa, estimulando altos niveles de anticuerpos que interfieren en el diagnostico. Otro problema que acarrea es que
en el lugar de la inoculacion se pueden producir inflamaciones.

Esta vacuna produce un grado de inmunidad no tan alto, la cual se aumenta si se aumenta el nimero de
gérmenes y la adicién de un adyuvante. Buena para pequefios rumiantes(1)(98) .

2.12.8 Vacuna 45/20

Esta vacuna contiene una cepa rugosa de baja virulencia; la cepa estd muerta por calor y suspendida en un
adyuvante oleoso.

Los efectos de esta vacuna son contradictorios. Las reacciones locales en el punto de inoculacién son muy
intensas y no protege contra el aborto.

La principal ventaja es no producir aglutininas en el suero de los animales vacunados (no se puede decir
gue sea "no aglutinogénica" por completo). El estimulo a los anticuerpos fijadores del complemento es superior al
de la cepa 19 y la prueba del Anillo en Leche da siempre negativa con el uso de esta vacuna.

El poder inmunogénico es producido por la naturaleza del adyuvante.

Se aconseja la vacunacidon de animales mayores de 6 meses de edad y una revacunacién, por via
intramuscular, a los 3 meses, pero la proteccidn obtenida no es semejante a la brindada por la cepa 19(1)(98) ;
para otros autores la proteccion es muy semejante.

Esta vacuna se ha usado para disminuir el riesgo de infeccién en el ganado adulto e incrementar los titulos
a la FC, este aumento de los titulos de FC por esta vacuna se la conoce como "test anamnésico”. La desventaja del
uso de esta vacuna es que produce reacciones seroldgicas en los tests de FC estdndares, que no pueden
distinguirse de aquellas provenientes de una infeccion normal o por la vacunacion con la cepa 19.

Donde las dificultades para reducir la prevalencia de la brucelosis, por la imposibilidad de realizar analisis
de sangre periddicos, es altamente deseable eliminar la mayor cantidad de animales infectados con el minimo
nimero de sangrias; un método que se ha usado para permitir que el ganado infectado, pero serolégicamente
negativo y ganado sospechoso sea detectado, es el sangrado del animal, vacunarlo con 45/20 y sangrar
nuevamente 6 semanas mas tarde. La utilidad de este procedimiento en la erradicacion, particularmente, si el titulo
positivo minimo es elevado, asi necesita ser confirmado. Se ha sefialado que el método no diferencia entre
animales infectados normalmente y aquellos que han sido vacunados con la cepa 19.

Si los animales no han sido expuestos a Brucella abortus atenuada, la inyeccion de la vacuna 45/20 resulta
en titulos bajos o negativos con relacion al estandar de FC, pero con titulos bastante altos en relacién al antigeno
45/20.

La diferenciacion de titulos debido a la vacuna 45/20 e infeccién natural puede ser importante cuando el
uso de la vacuna 45/20 y de antigenos estandares pueden permitir la diferenciacién de los animales vacunados de
los animales infectados en estas instancias. En la mayoria de las veces los titulos de 45/20 son 4 veces mas altos
que los titulos estandares de FC y el titulo estandar de FC se convierte en negativo mas rapidamente que el titulo
45/20. El anticuerpo detectado, en los animales revacunados, fue Ig G usando la FC para 45/20(122)

La bacterina 45/20 se ha usado como un inmundgeno efectivo para la prevencién de infecciones de bazo
en chanchitos de la India (Cavia porcellus), cuando es combinada con un adyuvante en emulsion al 1% en aceite
mineral. Estudios subsiguientes demostraron que esta bacterina fue tan efectiva como la vacuna cepa 19 en los
mismos animales. Si es efectiva en el ganado, el uso de la bacterina ofreceria muchas ventajas sobre la vacuna
cepa 19. La falta de antigenos somaticos, asociados con los lipopolisacaridos de esta cepa mutante haria que los
tests seroldgicos sean mas significativos, porque las aglutininas no son inducidas por esta vacunacion. Por lo
tanto, ganado de cualquier edad podria ser vacunado sin tener titulos persistentes. El costo de mantener rebafios
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resistentes a la enfermedad podria ser reducido por la administracién de esta vacuna por el duefio de los animales.
La "Fiebre ondulante" en los seres humanos por inyeccion accidental de la cepa 19 también seria eliminada.

La eficacia de las bacterinas con la cepa 45/20 comercial es variable, aunque han sido usadas en algunos
paises durante un nimero de afios. Los porcentajes de proteccion informados difieren, pero muchos estudios han
demostrado que estas bacterinas son menos eficaces que la cepa 19. Otro tema de importancia es la respuesta
alérgica al contenido de aceites de estas emulsiones. La presencia de abscesos y reacciones granulomatosas son
comunes, la necesidad de revacunacién para mantener la proteccion adecuada, también limita un adecuado
programa de control.

El fracaso experimental de la bacterina 45/20 para inducir adecuada proteccion al aborto o a la infeccion,
probablemente, resultd por una dosis excesiva de la dosis desafio o de una reexposiocion muy fuerte de los
animales que abortaron.

La presencia de Hipersensibilidad Retardada en la mayor cantidad de ganado al cual se le administré la
bacterina 45/20 es evidente por la presencia de linfocitos T sensibilizados. Sin embargo, la reaccién en piel no
podria ser correlacionada con la resistencia adquirida de base celular. Este descubrimiento sostiene que la
Hipersensibilidad Retardada es solo una faceta de la respuesta inmune mediada por células y a menudo no puede
ser considerada como inmunidad. Por el contrario, con la bacterina 45/20, 2 inyecciones fueron administradas al
ganado para inducir la respuesta inmune maxima. Una revacunacion para proteger, cuando son obtenidas de
firmas comerciales, las cuales contienen suspensiones oleosas. Es posible que las bacterinas usadas por estos
estudios contuvieran antigenos inadecuados para una adecuada estimulacion, alternativamente, excesivos
antigenos en una inyeccion de revacunacion podria haber producido actividades inmunosupresoras.

2.12.9 Vacuna RB51
La cepa RB51 de Brucella abortus es una mutante rugosa derivada de la cepa virulenta 2308, obtenida en
laboratorio. Esta cepa carece de la mayor parte de la cadena O del LPS que se encuentra en la cepa 19 y en cepas
de campo de Brucella abortus virulentas. El contenido en la cepa RB51 de la cadena O es reducida, lo que implica
gue esta vacuna no induce anticuerpos en el ganado vacunado, dando SAT negativos. Por lo tanto, resultados
positivos a SAT en ganado vacunado con RB51, indican la ocurrencia de infecciones naturales con Brucella
abortus.

El ganado vacunado con la cepa RB51 no produce anticuerpos que sean detectados por RB, FC o PCFIA,
como ocurre después de la vacunacion con la cepa 19. Respuestas de anticuerpos en estos tests fueron medidos
después de la vacunacién de ganado con RB51 y los resultados fueron comparados con aquellos obtenidos
después de la vacunacién con cepa 19(62) .

Todos los animales vacunados con RB51 tuvieron resultados negativos en RB, SAT, FC y PCFIA a las
2,4 y 10 semanas posteriores a la vacunacion. Estos resultados indican que el ganado vacunado con RB51 no
produce anticuerpos gque puedan ser detectados por los tests convencionales que son actualmente usados para el
diagnostico de brucelosis en el ganado. Todos los estudios realizados determinaron que la cepa RB51 no produce
anticuerpos detectables por SAT, RB, FC y PCFIA(154) . La falta de respuesta al PCFIA es también importante,
porque este procedimiento automatizado puede analizar grandes nimeros de muestras en la determinacién
(screening) de brucelosis en rebafios. La inhabilidad de esta cepa para la produccién de anticuerpos normalmente
detectables por otras técnicas se atribuye, probablemente, a que la cantidad del antigeno O de LPS es baja o casi
nula. Estudios previos demuestran que esta cepa se elimina mas rapido que la cepa 19 cuando es inoculada en
igual concentraciones de bacterias. Esta posibilidad parece diferir, por que las vacas que han sido vacunadas con
la cepa RB51 con adyuvante de Freund también pueden fallar en la produccién de anticuerpos contra la cadena O
de LPS. Sumado a esto, las vacas vacunadas con RB51 con concentracién semejante de bacterias, que animales
vacunados con la cepa 19, han resultado protegidas del aborto frente a una descarga con cepa 2308 y tienen una
respuesta inmune mediada por células similar a lo que ocurre en los animales vacunados con la segunda vacuna.
Por lo tanto, a pesar de su corta persistencia, la cepa es antigénica porque induce una respuesta mediada por
células y una inmunidad protectora contra la cepa 2308.

Por todo lo aqui expuesto, esta vacuna seria una buena candidata para ser el reemplazo de la cepa 19 en la
prevencion de la brucelosis bovina y un aumento en la eficiencia en la identificacidn de los métodos seroldgicos y
la remocion de los animales infectados de los rebafios.

Samartino y colaboradores(155) realizaron un estudio con esta cepa para determinar si la misma se
transmite por cohabitacion siendo negativo el resultado al igual que la cepa 19.

2.12.10 Otras vacunas:
*Vacuna PB
* B. abortus 7-26; 16/4; cepa 08; 112; cepa 104M; cepa 2; cepa 82; 19/63; 19/58; 4004/1; B-1.
* B. melitensis 10/5; H-12.
* B. suis 64; cepa 58; cepa 61. (1)
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2.13 CONTROL Y ERRADICACION

2.13.1 Erradicacion

Se entiende por erradicacion la eliminacién total del agente causal de una enfermedad, en este caso, la
Brucella abortus.

Para cualquiera de estas 2 acciones (control y/o erradicacion) hay que tener en cuenta: la tasa de
prevalencia de la infeccion, los factores socioeconémicos y culturales de la poblacion; para esto se cuanta con:

* Pruebas diagnosticas y eliminacion de reactores positivos;
* Vacunacion;
* Combinacion de vacunacion con eliminacion de reactores.

La brucelosis es una enfermedad erradicable, tal como lo demuestran la experiencias de varios paises.

El comité de Expertos en Brucelosis de la FAO/OMS determina una serie de puntos a tener en cuenta para
iniciar una campafia(123) :

1) Conseguir respaldo oficial, al mas alto nivel,

2) Crear un comité intersectorial,

3) Designar un Director para el Programa Nacional,

4) Movilizar recursos y asignarle al Programa los que este necesite,

5) Revisar las reglamentaciones vigentes,

6) Proponer pautas de accion,

7) Poner en préactica el programa: con una cobertura, tecnologia y recursos humanos apropiados,

8) Garantizar el facil acceso al diagnoéstico, provision de antigenos, vacunas y asesoramiento técnico,
9) Garantizar la participacion de la comunidad, en especial los ganaderos; sus familias,

10) Educacion a los veterinarios, mediante cursos, charlas, videos y a los productores por los medios de difusién
oral, escritos y audiovisuales.

11) Realizar una evaluacién periddica.

Para pensar en la erradicacién la prevalencia, debe ser aproximadamente, el 3%. Al encarar un plan con

este fin, se debe tener en cuenta:
- Tipo de explotacion.
- Numero de animales en el establecimiento.
- Flujo centrifugo o centripeto (ventas o compras).
- Organizacidn de los Servicios Veterinarios Oficiales y Privados.
- Existencias de leyes y reglamentaciones sanitarias que apoyen las actividades de erradicacion.
- Compensacién adecuada a los productores (indemnizacién directa, compensacion por préstamos especiales,
etc.).
- Posibilidad de contar con un buen sistema de vigilancia epidemiolégica.
- Examen sanitario y apoyo a la comunidad.
En cuanto a la comunidad, el primer beneficiado sera el productor agropecuario.
Otro de los pilares debe ser la educacion sanitaria:
- Informacién sobre la enfermedad en los seres humanos y en los animales.
- Lograr una motivacion de los ganaderos para que participen.
- Brindar informacién sobre el riesgo de contraer la enfermedad a: Médicos Veterinarios, matarifes, ordefiadores,
etc.).
- Difundir la informacion de la Vigilancia EpidemiolGgica para evitar la reinfeccion una vez que se logre la
erradicacion.

Los justificativos de la campafia de erradicacion pueden ser: sanitarios 0 econdmicos.

No solo la enfermedad en el humano, incapacidad fisica y pérdida de mano de obra, sino también "la
grave disminucion de alimentos muy necesarios, en especial, proteinas de origen animal, fundamentales para la
salud y el bienestar del hombre".

La unica forma de definir la verdadera prevalencia es hacer una encuesta estadisticamente significativa.
Sin embargo, teniendo en cuenta, que la encuesta solo sirve de base para la accion futura, los gastos involucrados
no siempre se justifican. En la mayoria de los casos es posible determinar la prevalencia como una situacién
inicial de una campafia que se ha puesto en marcha. Hay que utilizar la informacion disponible para fijar las bases
preliminares de la campafia y programas pilotos, lo cual permite aprovechar mejor los recursos disponibles y sirve
para el adiestramiento del personal.

La erradicacion y/o control se adapta al conocimiento epizootioldgico del pais(98)

2.13.2 Control
La base de un programa de control es lograr la proteccion de los animales susceptibles, con el uso de
vacunas.
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Se debe realizar un muestreo poblacional para determinar la prevalencia de la enfermedad.

Tratar de hacer una vacunacién masiva de terneras complementandola con otras medidas.

Desde la primera etapa, se puede estimular la eliminacion de reactores positivos y su reemplazo con
hembras vacunadas y en el caso de machos sanos (examenes de semen y serologia negativos). Muy importante es
el control y registro del sacrificio de los animales positivos, para evitar que la medida sea contraproducente.

Un objetivo a lograr es llegar a tener establecimientos negativos, para luego declararlos libres.

Se debe contar con una vigilancia epidemioldgica estricta la cual se realizara, por ejemplo: con PAL y
examenes en matadero.

El fracaso de un plan de control puede producirse, entre otras cosas, por: dificultades en el diagnéstico, en
especial cuando se trabaja con animales vacunados; rechazo por parte de los propietarios a la segregacion de los
reaccionantes; uso de pasturas y comederos comunes; comercio de animales infectados con otro destino distinto a
sacrificio; falta de indemnizacidn por sacrificio; falta de legislacian.

Logrando el control se puede pensar en un plan de erradicacion total de la enfermedad (1)(124) .

El plan de lucha para lograr el control tiene como base;

- Pruebas seroldgicas sobre muestras representativas, con las que se podra determinar la situacion inicial,
- Proteccién de la poblacién animal por medio de vacunas eficaces,
- Plan de sustitucion paulatino de animales infectados por poblacion protegida
- Medidas complementarias.
Se debe tener en cuenta:
- Estado socioecondmico y cultural del pais,
- Censo de la poblacion animal, coexistencia de animales susceptibles,
- Prevalencia de la brucelosis en las distintas especies animales,
- Distribucién de zonas infectadas,
- Organizacién de los Servicios Veterinarios,
- Realidad econdmica del pais y sus posibilidades futuras,
- Tipos de construcciones ganaderas, regimenes de higiene de las mismas,
- Exportacion o importacion de ganado,
- Costo de un programa de lucha, erradicacién o mixto.

Las pruebas de seroaglutinacién, PAL y la vacuna cepa 19 son armas suficientes para un plan de
lucha(98)(123) .

La evaluacidn de la marcha de todo programa se puede medir por(124) :

- La reduccion del nimero de abortos, lo que reduce las fuentes de infeccién
- NUmero de terneras vacunadas.
- NUmero de reacciones seroldgicas.
- NUmeros de casos humanos diagnosticados.
En forma cuantitativa:
- Disminucion de la tasa de rebafios infectados.
- Disminucion de la tasa general de reaccionantes.
- NUmero de éreas libres.
- Aumento del nimero de &reas libres.
- NUmero de municipios o provincias liberadas.

Para Vasconcellos(21) las posibilidades de actuacién profilactica contra la brucelosis pueden,
genéricamente, ser contemplados en los siguientes topicos:

1) A nivel de fuentes de infeccion: todos los vertebrados que puedan albergar a la brucela y son eliminadores
(contaminadores) del medio ambiente

2) Vias de transmisién: contemplando todos los mecanismos que los microorganismos pueden utilizar para, a
partir de las fuentes de infeccidn, contagiar a un hospedador.

3) Susceptibles: todos los nuevos hospederos vertebrados capaces de dar abrigo ( por instalacion y multiplicacion
del microorganismo).

2.13.2.1 Medidas Inespecificas a Nivel de Fuentes de Infeccion.

Los abortos, las ubres y la orina son fuente de contaminacion, eliminando bacterias hasta 15 6 30 dias
post parto.

Una vaca que aborta, si no sufre restricciones en el movimiento, elimina y dispersa brucelas por donde
ésta se mueva, por ello se debe aislar los animales que han abortado (30 dias por lo menos o hasta que se tenga un
diagnostico definitivo). Una mencién especial debe hacerse para enfermedades como la Leucosis Viral Bovina,
porque si bien la vacunacion contra la Brucelosis, con agujas que son usadas en comin en varios animales, no
dispersaria la enfermedad; el uso de agujas comunes en la extraccion de sangre para realizar el diagnostico
seroldgico si puede trasmitir la enfermedad de un animal a otro(125) .
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Entre los muchos ejemplos para lograr un establecimiento, area o0 estado como libre podemos citar los
trabajos de Mylrea (126) , Gonzalez Tomé y col.(130)(131)(132), en los cuales se enumeran las pruebas y
métodos usados para tal fin; secuencias de las sangrias; manejo de los reactores y destino de los mismos. En el
primer trabajo hace una breve cronologia, desde la fecha en que comenzé (estudio de prevalencia por la PAL)
hasta el momento en que se declar6 libre de brucelosis al territorio del Sur de Nueva Gales transcurrieron 21 afios
y 18 afios de lucha.

Garcia-Carrillo(143) describe el Programa de Erradicacion de la Brucelosis en el Estado de California.

Las medidas a tomar ante la presencia de un foco de brucelosis, segun Vasconcellos, son 3:

** Sacrificio: se debe aclarar la importancia de esta medida, dando mayor precio a los animales sacrificados, o por
medio de incentivos (disminucion de impuestos, facilidades para créditos) o alguna otra ventaja a fin de estimular
al productor para que ingrese al programa.

** Aislamiento de las fuentes de infeccion: se deben identificar los animales positivos y negativos, al igual que las
crias de vacas positivas (con los consiguientes problemas de manejo) y formar 2 é mas rodeos. Una solucion es el
aislamiento parcial ( medida muy peligrosa). Se debe recordar el contagio intrauterino.

** Tratamiento: no se realiza en animales.

2.13.2.2 Medidas Inespecificas a Nivel de las Vias de Transmision

a) Contagio Directo: se actuaria separando rodeos, controlando el semen a usar si se realiza inseminacion
artificial

b) Contagio Indirecto: se debera tratar de evitar la ingesta de brucelas (agua de bebida, pasto de potreros
donde hay abortos, inseminacion artificial).

Por otro lado se debe pensar en todas las medidas higiénicosanitarias para evitar que la brucelosis ingrese
al establecimiento, y si ya se halla, evitar que se disperse. Se debe ensefiar a los trabajadores rurales el peligro de
esta enfermedad y la manera de evitar que se contagien y dispersen las bacterias.

2.13.2.3 Medidas Especificas a Nivel de Susceptibles

La inmunoprofilaxis, nunca debe ser la Unica medida, siempre debe estar acompafiada por un conjunto de
medidas. Es mas efectiva cuando se realiza como parte de un conjunto de medidas, dentro de un programa que
abarque grandes areas, mas que a establecimientos aislados. Lo importante es lograr una buena inmunidad de
rodeo, lo que se consigue vacunando el mayor porcentaje de terneras posibles.

Enright et al(129) realizd un estudio para ver como se modificaban los valores de dispersion de la
brucelosis entre vacunos, donde los reactores son eliminados y donde los reactores no lo fueron.

Se procedi6 a la vacunacion de todos los animales adultos (méas de un afio) con 2 a 3x109 UFC de la cepa
19. Los reactores fueron identificados, pero no eliminados, a los 6 meses se les realiz6 tacto rectal y se procede a
la separacion del rodeo en reactores y no reactores. Las vacas sin terneros son eliminadas (incluyendo las viejas).

Los animales positivos se encontraron por la realizacion de las técnicas diagndésticas de RB, Rivanol y FC.
En el otro grupo las reactoras fueron inmediatamente separadas del rodeo. La prevalencia inicial, sin la
eliminacion, es del 3,7%; con la eliminacién 16%. No hubo diferencias estadisticamente significativas de nuevas
infecciones en los 2 rodeos; los porcentajes de prefiez, tampoco difieren significativamente.

La vacuna cepa 19 provee igual proteccion en los rebafios que retienen sus animales positivos que en los
rodeos que no lo hacen. Las reacciones serolégicas, realizadas muy seguido, tampoco ofrecerian ningin beneficio.
La restriccion del movimiento del ganado, al matadero como Unico destino, puede ser innecesario; en contraste
con los productores que mantienen disponibles las vacas y vaquillonas para reemplazo.

Este programa puede ser efectivo en zonas donde los productores puedan mantener sus rodeos aislados o
donde todos los rodeos estén infectados y los animales tengan que recorrer largas distancias para la obtencion de
agua y pasto.

La retencion de animales positivos, sélo conviene si los animales son productivamente activos.

Las ventajas de este tipo de manejo son:

1) Menor nimero de tests diagnosticos son necesarios.

2) La produccidn de las vacas es continua.

3) La no eliminacion de los reactores no hace necesaria la compra de animales de reemplazo para mantener el
tamarfio del rodeo.

2.14 SALUD PUBLICA
El enfoque gue debe hacerse de esta enfermedad tiene que ser poblacional y no individual.
Se define como una antropozoonosis, 1o que significa que es transmisible de los animales al hombre(133) .
La definicion de zoonosis ha sufrido modificaciones con el tiempo, asi por ejemplo:
En 1.950, se dice: "Aquellas enfermedades que se transmiten en forma natural entre los animales
vertebrados y el hombre".
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En 1.958: "Agquellas enfermedades e infecciones que se trasmiten en forma natural entre los animales
vertebrados y el hombre".

Actualmente: "Todas aquellas enfermedades e infecciones en que pueden existir relacion animal-hombre y
viceversa, bien via directa o a través del medio ambiente, incluidos portadores, reservorios y vectores".

2.14.1 Importancia

La importancia de esta enfermedad en Salud Publica, tiene diferentes aspectos: sanitario (salud),
econdémico vy social.
Costo animal: pérdidas que sufren los productores por el contagio de sus animales, decomisos y muertes; como en
menor produccion.
Costo médico: inversiones que realiza el estado en asistencia hospitalaria, intervencién, medicacién, etc..
Costo social: disminucion en la produccién de los trabajadores en funcidon del tiempo de internacion,
rehabilitacion, discapacidad adquirida o la muerte.

La importancia de la brucelosis es, principalmente, econémica y social.

2.14.2 Enfoque de riesgo

Se debe identificar los sectores vulnerables por una mayor exposicién al riesgo, a partir del cual surgen (al
ser los animales domésticos los factores mas importantes del contagio), las mayores tasas de incidencia entre las
personas que conviven o manejan su produccion (productores agropecuarios, personal de mataderos, veterinarios,
personal de laboratorio, etc.).

En el reconocimiento en vivo de los animales de abasto, no se comprueban manifestaciones o mayores
sintomas de valor diagnéstico presuntivo. Los animales faenados no presentan lesiones caracteristicas, salvo los
estados inflamatorios y pequefios focos en 6rganos del Sistema Reticulo Endotelial y del aparato reproductor.

En esta enfermedad se comprendera con mas facilidad la importancia que tiene un informe oficial previo,
efectuado en los establecimientos de produccion.

Los animales con brucelosis deben destinarse a conserva, previo expurgo de las posibles lesiones o0 a
decomisos total segin las lesiones y mas si fuesen extendidas.

La higiene y desinfeccion del local y del personal son medidas importantes de la profilaxis y deben
cumplirse(160) .

El Reino Animal es el reservorio de enfermedades de humano que hace su aparicion en funcién de:

* Variacion de la relacién entre el agente causal y el hospedador existente.
* Desarrollo de medios de comunicacion.

* Rapido aumento de la densidad de la poblacidn.

* Nuevos métodos de produccién animal.

Mas de 270 millones de habitantes de América Latina corren riesgo frente a mas de 50 zoonosis. El 50%
de poblacién sufre, por lo menos una enfermedad zoonética en su vida, siendo las mas importantes: brucelosis,
tuberculosis bovina, rabia, leptospirosis, encefalitis equina, hidatidosis, cistecercosis y salmonelosis.

2.14.3 Clasificacion

La brucelosis, como zoonosis, se puede clasificar de la siguiente manera:
Zoonosis Directa: el contagio debe tener lugar desde un huésped vertebrado hacia otro susceptible.
Zoonosis propiamente dicha: aquellas trasmitidas de los animales al hombre y en las que los animales juegan un
papel protagonico en la cadena de transmision.

Desde otro punto de vista el estudio de una zoonosis debe tener en cuenta la ecologia de la enfermedad.
Existe una profunda relacion para el estudio y/o control de una enfermedad: entre el Huésped, Agente y Medio
Ambiente, se puede decir que la existencia de una enfermedad es multifactorial.

Para llegar a un Equilibrio Bioldgico, en las primeras fases de una zoonosis, se denomina: estado
enzodtico (los agentes patdgenos se van acomodando cada vez mas a sus huéspedes especificos y pierde
patogenicidad para otras especies).

Estado epidémico: elevados indices de morbimortalidad

Estado de silencio: evolucion subclinica y las formas inaparentes son s6lo detectables por laboratorio, al
desaparecer esta fase puede ocurrir una fase epidémica (que suele ser el resultado de cambios ambientales o
reemplazo de la poblacién inmunizada).

Se debe tener en cuenta la presencia de portadores. En brucelosis, se definen asi a los sujetos capaces de
conservar un germen patdégeno o de asignarle una sobrevida larga y hacer posible la difusion de dicho germen, sin
sufrir este portador alteraciones patolégicas, al menos aparentemente.

2.14.4 La brucelosis como zoonosis y su control

37 de 76



El Sitio de la Produccion Animal

Debe realizarse un diagndéstico lo mas temprano que se pueda; tratar de romper la cadena infecciosa y

eliminacion eficaz de reservorios. Para esto debe conocerse:

* Situacion epidemioldgica de la enfermedad.

* Obtener una relacion costo/beneficio del control.

* Tener conocimientos de los mecanismos de control.

* Debe existir una decision politica y de las Instituciones relacionadas con la Salud Pablica, para llevar a cabo un
plan de control.

* Deben existir posibilidades presupuestarias.

La prevencidn se puede realizar adoptando todas las medidas para lograr la inmediata proteccion del ser
humano y de los animales, frente al contagio. Se debe procurar cortar toda comunicacién entre los individuos
enfermos o portadores con individuos receptores(133) .

El control se logra con el bloqueo gradual de las fuentes de contagio y la eliminacién progresiva de los
reservorios de un agente patodgeno, con lo cual se logra que la enfermedad deje de ser un problema sanitario,
econdémico o social, disminuyendo la incidencia apreciablemente y manteniendo a la enfermedad en condiciones
de que no se disperse indiscriminadamente.

La erradicacion es la eliminacion total del agente patdgeno. Estos programas son limitados por el tiempo,
con el logro de tasas de incidencia y prevalencia cero y gastos de capital no recurrentes.

Los responsables de una campafia de control o erradicacion de una enfermedad cronica del ganado de un
pais, necesitan tener un conocimiento minimo del nivel de prevalencia de animales positivos, para lograr un
planeamiento eficiente, en lo que se refiere al procedimiento, presupuesto y recursos humanos. Comparar un
estado sanitario posterior a la campafa inicial, es la base para evaluar los resultados de la misma. A nivel
nacional, no es util, por ser un estimador global, promedio de valores muy dispares.

En general la situacion es muy variable: diferentes tipos de explotacién, concentraciones de ganado y
razas que se crian.

Para la realizacion de la campafia se necesita estimar la magnitud del dafio, con una informacién
desagregada a un nivel que permita al trabajador de terreno crear esas estimaciones. Es muy util a nivel
establecimientos, nivel partido, a nivel municipio o de grupos de municipios.

Desde el punto de vista de Salud Pdblica se la considera como una Enfermedad Trasmitida por Alimentos
(ETA). Es un sindrome originado por la ingestion de alimento y/o agua, que contengan agentes etiol6gicos en
cantidades tales que afecten la salud del consumidor a nivel individual o a grupos de poblaciones.

2.14.4.1 Infecciones alimentarias:

Son las ETA producidas por la ingestién de alimentos y/o agua contaminados por agentes infecciosos
especificos tales como bacterias, virus, hongos, parasitos, que en la luz intestinal pueden multiplicarse o lisarse y
producir toxinas o invadir la pared intestinal y desde alli alcanzar otros 6rganos o sistemas.

Segun el Cdadigo de la Clasificacién Internacional de Enfermedades (CIE) novena edicién, la brucelosis se
halla bajo el siguiente cédigo:

023.0 Brucelosis por Brucella melitensis.
023.1 Brucelosis por Brucella abortus.

La ETA producida por las brucelas, genera una manifestacion de signos y sintomas de una infeccién
general (fiebre, escalofrios, malestar, dolores).

El periodo de incubacion (latencia) es superior a las 72 horas.

La enfermedad en el humano se Ilama: Brucelosis.

Los agentes etiolégicos y las fuentes de infeccion: Brucella abortus, melitensis y suis. Tejidos y leche de
animales infectados.

Periodo de incubacion y latencia: 7 a 21 dias.

Signos y Sintomas: Fiebre, escalofrios, sudores, debilidad, malestar, cefalea, mialgia y artralgia, pérdida
de peso.

Alimentos implicados: Leche cruda y queso de cabra.

Factores que contribuyen a un brote de ETA: Leche sin pasteurizar, ganado infectado por brucelosis.

Criterio para confirmar un brote de ETA en funcion de los resultados de laboratorio o antecedentes
epidemiologicos.

Aislamiento de patdgenos: Brucella spp. en la sangre de los enfermos.

Aumento del titulo: Aumento del cuadruple o mas del titulo de aglutinacion entre muestras de sangre
tomadas durante la enfermedad aguda y 3-6 semanas después del comienzo de la misma(135)(137)(139) .

Esta enfermedad aparte de ser una zoonosis es importante porque afecta la economia pecuaria.

El efecto sobre la produccion animal, disminuyendo la produccién de leche, por el nimero de abortos, lo
gue se traduce en miles de litros de leche y kilos de carne que no llegan al consumo humano (aumentando la crisis
alimentaria).
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El otro problema de la brucelosis, para la medicina humana y veterinaria, radica en que es una enfermedad
infectocontagiosa, de multiple sintomatologia, mucha difusién y manifestacion insidiosa tanto en el humano,
como en los animales.

Gravita sobre la economia, la politica y el bienestar social de cada pais. Esto debe encararse con
educacion sanitaria preventiva; y cuando la enfermedad esta presente con antibioticoterapia, régimen
higienicosanitario dietario, tonicos y vitaminas hace que los enfermos se recuperen en un alto porcentaje de casos.
La incapacidad puede ser parcial o total sobre la capacidad laboral, con largos periodos de convalecencia; la
muerte se produce en un 5% de los casos (1)(139) .

Las complicaciones que puede presentar un enfermo con brucelosis son:

* Neurol6gicas: con encefalitis 0 meningitis

* Oseas: espondilitis; osteitis; artritis.

* Hepaticas.

* Genitourinarias: orquitis y epididimitis, relativamente frecuentes

* Cardiovasculares: endocarditis y tromboflebitis poco frecuentes, pronéstico muy grave.
* Alérgicas, dermatitis.

* Respiratorias: bronquitis, neumonias y pleuresia.

* Gastrointestinales y oftalmicas: poco frecuentes.(1)

La brucelosis es una antropozoonosis de distribucién casi mundial, existe una estrecha relacion entre la
brucelosis animal y humana, pues la primera es origen de la segunda. La brucelosis bovina constituye un
problema de la Salud Animal y como zoonosis es un riesgo potencial de infeccion para la salud de los trabajadores
de establecimientos infectados, asi como para la poblacién consumidora de leche y derivados de éstos.

Las especies animales domésticas pueden servir como reservorios de la infeccidn.

Hay que resaltar que la presencia de B. melitensis en leche de vaca potencializa el riesgo de infeccion para
la poblacion consumidora, pues la prevalencia y severidad de la brucelosis resultante de la ingestion de productos
lacteos contaminados parece vincularse directamente al tipo de brucelosis animal; B. melitensis es la especie que
presenta mayor invasividad y patogenicidad para la especie humana en relacion a otras especies del género. Todo
lo anterior sugiere la necesidad de difundir medidas zootécnicas y sanitarias generales entre los propietarios y
encargados de los establos destinados a la produccion de leche fresca y que se debe reconsiderar la categorizacion
sanitaria de la leche cruda como apta para consumo humano(137)(139) .

La brucelosis, como cualquier zoonosis, puede y debe prevenirse en el hombre mediante el control de la
enfermedad en los animales. Todas las medidas profilacticas aplicables directamente sobre las personas deberan
considerarse como transitorias mientras no se logre la erradicacion de la enfermedad en los animales. Hay que
establecer o disefiar un plan de Educacion Sanitaria. Por otro lado no hay evidencias concretas de infecciones
humanas por ingestion de leche contaminada con la cepa 19, esta cepa esta constituida por bacterias atenuadas. La
misma no esta totalmente desprovista de patogenicidad o virulencia, por lo tanto puede infectar al hombre(139) .

En cuanto a la distribucion de los enfermos por sexo y ocupacion se observé: la mayoria de los casos
ocurren en hombres, particularmente, en jovenes. La mayoria (42%) fueron trabajadores de la carne, y el mayor
namero se dio en los que trabajaban con carne de cerdo. EI 14% fueron granjeros y el 3% fueron veterinarios. En
este estudio se observé que la leche fue una de las principales fuentes de infeccion(27)(28)(142) .

El diagndstico de certeza se obtiene cuando se aisla la Brucella de la sangre, médula 6sea u otros tejidos
de un paciente humano; sin embargo las brucelas crecen muy lentamente "in vitro", por eso el primer aislamiento
puede tardar y el primer diagnostico puede depender de la serologia. La respuesta inmune en el hombre se
caracteriza por un alza de las Ig M seguido a las pocas semanas por otro pico de las Ig G. Después del tratamiento,
los titulos descienden. Las Ig G caen mas rapidamente que las Ig M (que lo hacen en forma gradual). En algunos
casos las Ig M pueden persistir por meses o afios sin evidencias que la infeccidn persista. La rapida disminucion
de las Ig G establece el éxito de la terapia, y una falla en la caida o un aumento sorpresivo indica una recidiva.
Para el diagndstico humano se usan las siguientes técnicas: SAT, 2ME, RIA, ELISA, FC y Coombs. La presencia
de Ig G indica infeccidn activa(140)(141)

En 1.975, Pandolfo et al., citado por Garcia Carrillo (17); estima que el impacto econdmico de la

brucelosis humana, usando indicadores del estado de cada nuevo paciente, se baso:
a) 7 meses y medio de licencia, b) examenes médicos y de laboratorios y con tratamiento y obtiene una suma de
$70.000 pesos por cada paciente. Segun el aumento de salarios y precios de los afios posteriores se estimo en
1.980 que un trabajador de la industria de la carne tenia un costo de alrededor de u$s 4.000 (por brucelosis) sin
contar con los gastos de hospitalizacion.

Las estimaciones de Pandolfo consideran el niimero de nuevos casos, alrededor de 8.400/afo.

Segun Villafafie Lastra, el nimero de casos reportados oficialmente en el pais debe ser, por lo menos,
multiplicado por 10 para establecer el nimero de enfermos. Estas medidas acercan a 20.000 los nuevos casos/afio,
y de ellos el 30% son trabajadores de la industria de la carne y el 70% son trabajadores del agro:

6.000 trabajadores ind. carne x 4.000 u$s 24.000.000
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14.000 trabajadores agro x 3.000 u$s 42.000.000
66.000.000
Teniendo en cuenta el alto costo de las compensaciones a trabajadores y juicios laborales, ahora
frecuentes, las pérdidas producidas por brucelosis humana estdn aumento considerablemente(17) .
Segin Ramacciotti(139) la brucelosis en la Argentina esta ampliamente difundida.
Porcentaje de infeccion brucélica en la Republica Argentina

Mortalidad antes de los antibioticos.............. 8 %

Infeccion de origen profesional.................... 46,6%
Infeccion de origen alimentario................... 22,0%
Infeccion interhumana..........cocovevveeeecineeeenne, 0,2%
Infeccion dificil de comprobar..................... 31,6%

El primer informe por aislamiento bacteriolégico hecho en seres humanos en la Republica Argentina, es el
que realiza en el afio 1.930 el Dr. Fernandez Ithurrat en la Provincia de Mendoza, y el primer diagnéstico
seroldgico es el que realiza el Dr. Fornasio en la Provincia de Cérdoba.

2.14.5 Profilaxis en el hombre:

Se debe pensar en las medidas de erradicacion. Para uso humano se estan probando distintos tipos de
vacunas. Se debe hacer hincapié en las medidas de higiene y proteccion para todas las personas que estan en
riesgo de contraer la enfermedad. En los mataderos: el personal de mayor riesgo es el que esta en contacto con las
ubres y 6rganos genitales (Gtero) y ganglios linfaticos de animales infectados. El Gtero de animales infectados se
debe eliminar sin abrir. Los érganos internos y la sangre presentan graves riesgos de infeccién en la fase de
bacteriemia.

2.14.6 Tratamiento:
Si se logra un diagndstico precoz, en el periodo agudo de la enfermedad , siendo el tratamiento apropiado,
y realizandose por completo, casi el 100% de los casos curan.

2.14.6.1 Tratamiento en la fase aguda(170) :
a) Dosis diarias de 600 a 900 mg. de RIFAMPICINA combinado con 200 mg. diarios de DOXICICLINA, por 6
semanas; este tratamiento se usa en Europa.
b) 2 grs.. diarios de TETRACICLINA por 6 semanas, con un gramo de ESTREPTOMICINA por una semana.
c) 2 grs.. diarios de TETRACICLINA por 3 6 4 semanas y ESTREPTOMICINA 1 gramo por dia durante 2
semanas. Con este tratamiento el porcentaje de recaidas es menor o igual al 1%. Un tratamiento con
TETRACICLINAS sola u otras drogas que no sean la ESTREPTOMICINA, el porcentaje de recaidas es mayor al
10%.

En nifios TRIMETROPIMSULFAMETAZOL se usa en lugar de la DOXICICLINA porgue esta droga
tifie los dientes.

2.14.6.2 Brucelosis crénica:

Ningln tratamiento ofrece todas las garantias, es necesario repetir los esquemas de combinacién por
varios periodos y complementarlos con otros antibidticos efectivos, drogas y tratamientos sintomaticos.

El problema de la curacion espontanea de la brucelosis es muy discutida. En los animales, depende, en la
mayoria de las veces, del germen actuante, de la especie animal afectada, de la resistencia individual del animal y
de la virulencia de la cepa empleada.

Las brucelas se hallan hoy completamente adaptadas a la especie humana. Colonizan, crecen y se
multiplican sin dificultades en nuestro organismo. La receptividad del hombre para con ellas no puede ser mas
acogedora, pues a menudo las oculta y las tolera en un mesénquima durante largos afios(140)(141) .

2.14.7 Naturaleza de la infeccion:

Las brucelas son parasitos endocelulares, por lo tanto, los agentes bactericidas son mas efectivos cuanto
mayor sea su poder de penetracion en las células. La accién bactericida o bacteriostatica es mas efectiva cuando
las brucelas estan en sangre.

2.14.8 Fuentes de infeccion:

Esta se produce por la exposicion a terneros recién nacidos o fetos abortados y tejidos placentarios. Una
vaca infectada elimina numerosas brucelas en el parto o aborto que pueden persistir en el campo por periodos
considerables; su supervivencia esta afectada por la luz solar, altas temperaturas y sequias; bajo condiciones
favorables la sobrevida suele ser de tres a cuatro meses en el medio ambiente. La infeccion humana se puede
producir por la contaminacidn de heridas de la piel, visibles o no, inhalacién de aerosoles, contaminacion de
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conjuntiva u otras mucosas y el consumo de productos lacteos no pasteurizados. El riesgo de infeccién para los
gue no estan en contacto con los animales es pequefio(140) .

Otra posible fuente de infeccion es la sangre usada en las transfusiones, tal como lo demuestra el informe
elaborado por Pérez Bianco et al(161) , realizado en el Instituto de Investigaciones Hematoldgicas, sobre la sangre
de donantes de los bancos de sangre, en el cual se puede observar.

PROVINCIA DONANTES % (+) %
Buenos Aires 171596 19,5 816 0,47
Capital Federal 223986 25,4 1045 1,20
Catamarca 7974 0,9 474 5,94
Cérdoba 219270 24,9 1598 0,73
Corrientes 29664 3,4 739 2,49
La Rioja 5983 0,7 79 1,32
Mendoza 86127 9,8 1741 2,02
Neuquén 14011 1,6 343 2,45
Rio Negro 7127 0,8 51 0,72
San Juan 10329 1,2 319 3,09
Santa Fe 104931 11,9 1065 1,01
Total 880998 100 8270 0,94

2.14.9 La brucelosis desde el punto de vista econdmico.

La estimacion de las pérdidas es fundamental para la evaluacion econémica de los programas de Salud
Animal, ya que los beneficios que se obtengan con su ejecucion se mediran en funcion de las pérdidas evitadas.

Las pérdidas que origina la brucelosis se pueden dividir en dos grandes grupos: pérdidas directas e
indirectas.

Las pérdidas directas son consecuencia inmediata de la enfermedad y pueden ser de 2 clases:
permanentes: que son irreversibles (muerte, esterilidad) y se cuantifica por el valor de mercado del animal muerto
o estéril; y temporales: disminuye la produccion por un lapso determinado. Se puede cuantificar por la produccion
no obtenida mas los costos de recuperacién del animal, si este no alcanza la produccién de sus compafieros se le
debe agregar la diferencia en la produccion.

Las pérdidas temporales o permanentes son diferentes segun afecten a un animal capital o a un animal de
produccién. Un animal afectado pierde su valor como reproductor (animal capital) y el valor es de un animal de
carne. El dafio a la actividad esta dado por el precio de reposicién de un animal en iguales condiciones, menos su
valor como animal de carne. La estimacion de las pérdidas por crias no obtenidas (abortos) se ve dificultada por la
existencia de otras enfermedades y por que incluye el valor potencial del animal de pedigree. Puede hacerse en
funcion del costo en que se haya incurrido para gestar la hembra y para criarla posteriormente. Otra forma es
asignarle a la cria no nacida el valor para carne que tendria que haber tenido si hubiera nacido; si es un animal de
pedigree su precio seria el de mercado para este animal al nacer.

Las pérdidas indirectas las sufre el productor como la comunidad por la presencia de la enfermedad (cierre
de mercados, menores precios de venta, prohibicion de comercializacion)(147) .

Entre las pérdidas directas se pueden citar:

1) abortos: 10 al 35% de vacas infectadas abortan
2) menor produccion de leche: cada vaca enferma disminuye su produccion un 20% por una mastitis intersticial y
puede llegar a un 50% la pérdida de leche si se produce un aborto temprano.
3) Terneros que nacen débiles y que cuando sobreviven crecen mas lentamente que los normales
4) Infertilidad: permanente o temporal, que alargan el periodo entre partos (méas de 63 dias).
5) Lesiones articulares, que disminuyen el precio del animal, pudiendo en algunos casos llegar a aconsejar su
sacrificio o eliminacion del rodeo.
6) La diferencia que existe en el precio de un vaca como reproductora y su valor como carne.
Las pérdidas indirectas son:
1) Problemas de manejo estacional de las pariciones por la eliminacién de las vacas positivas.
2) Interferencias en los procesos de seleccion y mejoramiento animal.
3) Enfermedad en los humanos que tiene un componente econémico por las horas de trabajo perdidas,
medicamentos y compensaciones.

2.14.10 Influencias sobre el comercio:
Los paises que han erradicado la brucelosis de sus rodeos, exigen el control de aquellos que les
suministran animales o sus subproductos. Se les puede exigir el certificado de libre de brucelosis.
Australia ha calculado que el mayor beneficio de su campafia radica en la proteccion a sus exportaciones.
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2.14.11 Relacidn costo/beneficio de los programas contra la brucelosis.

Un programa es altamente rentable cuando la relacion es de 10/1.

Canada implementd un programa cuya relacion fue de 5/1. Otro ejemplo es el de Checoslovaquia, cuyas
pérdidas por esta enfermedad ascendian a 100 millones de coronas hasta 1.959; en 1.964 se diagnostico el ultimo
positivo. El costo total del programa fue de 250 millones, en tres afios el programa se pagé solo. Nueva Zelanda
implementd un programa; la Tasa Interna de Retorno fue 10,3% sobre el costo del programa(1)(143) .

En 1.935 Goodbar y Oulton calcularon que en la Provincia de Cérdoba se perdian, aproximadamente 26
millones de dolares por Brucelosis. En 1.956 Moran estim6 que la prevalencia de la brucelosis bovina alcanzaba
al 12,6%, el 15,5% para la porcina y la caprina era del 22,6% por lo cual las pérdidas eran de 42 millones de
dolares.

En 1.960 Cedro calcul6 en 37 millones de doblares, aproximadamente, las pérdidas en rodeos lecheros
solamente. En 1.962 este mismo autor estima que las pérdidas en la Produccién Caprina eran de 3 millones de
dolares.

En 1.966, Bacigalupo et al(142) estiman que las pérdidas totales por brucelosis animal en el pais eran de
138 millones de dolares.

Las pérdidas humanas se pueden considerar como lo hizo Pandolfo, quien estimé que un enfermo de
brucelosis necesitaba 4.000 ddlares, sin gastos de hospitalizacion (7 meses y medio de licencia, examenes de
laboratorio y clinicos y tratamiento), 20.000 nuevos casos por afio (el 30% individuos relacionados con la
industria de la carne y el 70% relacionados con el sector agropecuario) lo que suma 66 millones de délares por
afio, esto sin contar los juicios laborales y las compensaciones(17) .

Los economistas y productores subestiman las pérdidas ocasionadas por esta enfermedad. Las mermas en
la produccion de terneros pueden llegar al 40% vy la produccion lactea sufre una merma de hasta el 25%. A éstas
hay que sumarle otras que no se expresan numéricamente, por ejemplo la reposicion de vientres, problemas de
esterilidad, amachorramiento, trastornos reproductivos, uso antieconémico de pasturas y forrajes por animales no
productivos, desmejoramiento y desprestigio de nuestro ganado(5) . Se ha establecido que uno de cada cinco
animales debe ser reemplazado por infertilidad temporal o permanente; también es un obstaculo para la seleccion,
siempre los infectados son los de mayor produccién o machos altamente seleccionados. El sacrificio entorpece la
seleccion. El programa de erradicacion de California tuvo una relacion de costo/beneficio de 7,7/1 (143) .

En la Republica Argentina se han publicado muchos trabajos sobre las pérdidas econémicas directas que
la enfermedad ocasiona en el rodeo nacional, pero en ninguno se ha tenido en cuenta las pérdidas indirectas que se
generan por las trabas comerciales que se aplican en el comercio internacional de animales y de sus productos.

El impacto econdmico dimensionable que ocasiona, actualmente, la brucelosis asciende a $40.853.790,
cerca del 56% de las pérdidas anuales se deben a mermas en las crias, un 27% por menor produccion de leche y el
14% restante por costos de reposicion.

Pérdidas de crias por aborto
PC=(V x Mo x 0,15) x Pt= $22.950.000
PC= Pérdidas por crias
V = Numeros de vientres
Mo= Tasa de morbilidad: 6%
0,15= Se estima que el 15% es la
proporcion de vientres que abortan
Pt= Precio del ternero
Pérdidas en la Produccion de Leche por abortos
PLA=(VoxMox0,15x L) PI= $5.661.012
PLA= Pérdida leche por aborto
Vo = Vacas en lecheras en ordefie
Mo = Tasa de morbilidad: 6%
0,15= Proporcion de vientres que abortan
L = Produccion anual promedio de litros por vaca
Pl = Precio de la leche

Pérdidas por menor produccion de leche
Se considera que el 85% de las vacas enfermas no abortan, pero disminuyen un 20% su produccion lactea.
PML = (Vo x Mo x 0,15 x 0,20 x L) PI= $6.415.814
PML = Pérdida menor produccion lactea
Vo = Vientre en orderfie
Mo = Tasa morbilidad: 6%
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L = Produccion por afio promedio de leche por vaca
Pl = Precio de leche por litro
Pérdidas por incremento en la reposicion.
PAR =(Vo x Mo x 0,15) x PV = $ 5.826.964
PAR = Pérdidas por incremento en la reposicién
Vo = Vientres en ordefie
Mo = Tasa de morbilidad
0,15 = Proporcidn de enfermas que abortan
PV = Precio de una vaca en ordefie
Los valores para efectuar los calculos se obtuvieron de la Direccién de Produccion Ganadera de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca.

Detalle:
Periodo

Precio kilo de ternero a invernada $ 0,81 enero/set. 94
Precio litro/leche (con 3,2% de G.B.)$ 0,165 set.93/agosto 94
Valor vaca ordefie $ 500 setiembre 94
Vacas totales de tambo  2.378.905 1.992
Vacas en ordefie 1.294.881 1.992
Litros/vaca/afio 2.949
Dias de lactancia 220

Pérdidas econdmicas anuales discriminadas
Pérdidas Costo Porcentaje
Crias por aborto $ 22.950.000 56,17%
Pérdidas de Litros $11.076.826 27,11%
Por incremento en la
reposicion $ 5.826.964 14,26%

Estos datos fueron suministrados por el SENASA(6).

2.15 DATOS EPIDEMIOLOGICOS

Una enfermedad se dice que tiene una presentacion endémica cuando: 1) esta en funcion normal de una
presentacion o 2) tiene una presentacion constante la enfermedad en una poblacion determinada. Esta determinado
por la presencia de sintomas clinicos o anticuerpos circulantes.

Tiene una presentacion epidémica cuando tiene un nivel superior al nivel esperado (nivel endémico).

Se denomina pandemia, a una epidemia de amplia difusion que afecta a una gran parte de la poblacion.

Una enfermedad de presentacion esporadica es aquella que tiene una presentacién en forma irregular y
fortuita. Es de presentacion local(146)

2.15.1 Morbilidad: proporcion de animales que enferman en un lugar y tiempo. No es bien conocida. Se
expresa en términos de prevalencia o incidencia.

2.15.2 Incidencia: medida de ataque. NUmero de casos nuevos de la enfermedad que ocurren a una
determinada poblacién durante un periodo. Es una manera dindmica de estimar el riesgo de enfermar.

I= casos nuevos de brucelosis durante un periodo de tiempo
promedio de la poblacion durante dicho periodo

La brucelosis humana se notifica por incidencia.
La enfermedad animal se notifica por prevalencia.

2.15.3 Prevalencia:casos que existen en un momento dado
poblacién de ese momento.

Las enfermedades crdnicas (Brucelosis) se miden por su prevalencia, datos expresados en porcentaje.

La incidencia puede permanecer constante durante un periodo, asi como la duracién de la misma durante
el periodo. La prevalencia, practicamente, es igual a la incidencia por la duracion. Estos calculos pueden expresar
que la epidemia comienza, que llega a su pico maximo o que comienza a declinar.

Un indicador positivo de un programa de brucelosis animal es el descenso de la incidencia en los
humanos.
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2.15.4 Mortalidad: namero de defunciones por periodos en relacion con la poblacion existente donde la
enfermedad ocurre. Se expresa por medio de tasas. En los humanos los valores de las tasas son muy pequefias. No
es de uso préactico. En los animales practicamente no existen.

2.15.5 Letalidad: nimero de defunciones relacionados con el nimero de enfermos. Se expresa como
porcentaje. En la brucelosis humana los datos varian segln los distintos autores, oscilando entre 0,5 a 2%. En los
animales no se conocen datos a cerca de la letalidad.

2.15.6 Tipos de onda:

Una vaca que disemina la enfermedad:
1) Este animal tiene un aborto o un parto aparentemente normal, con eliminacién abundante de brucelas al medio
ambiente (membranas fetales y fluidos)
2) 5 vacas en contacto abortan entre las 12 y 16 semanas mas tarde
3) 12 y 24 semanas después del primer aborto a las vacas "nativas" se les produce una "tormenta" de abortos. De
80 vacas, 41 abortaron(1) .

2.15.7 Variabilidad de una prueba diagndstica (PD) (estimacidn)
Toda prueba diagnéstica depende de dos puntos:

1) Repetibilidad o Precisién, la que esta determinada por:

* Condiciones de la muestra y del individuo

* Condiciones del laboratorio

* Variabilidad interobservador

* Variabilidad intraobservador

2) Exactitud o Validez, dependiendo de:
* Repetibilidad
* Sesgo

2.15.7.1 Factores que influencian la Sensibilidad (S) y la Especificidad (E) a Nivel Rodeo de una Prueba
Diagndstica.
La Especificidad a Nivel Rodeo tiene como componentes a:
# Sensibilidad a nivel individual
# Especificidad a nivel individual
# Tamarfio de la muestra
# Criterio de rodeo positivo
La Sensibilidad tiene estos mismos factores mas:
# Prevalencia del rodeo

La Sensibilidad se define como: Capacidad de una Prueba Diagnoéstica (PD) para identificar rodeos
infectados como infectados.

La Especificidad la podemos definir como: Capacidad de una Prueba Diagndstica (PD) para identificar
rodeos libres de infeccion como libres.

La capacidad discriminatoria de una Prueba Diagnéstica se mide mediante:
Sensibilidad: Es la capacidad de una P.D. para identificar como positivo a un individuo enfermo.

Especificidad: Es la capacidad de una P.D. de identificar como negativo a un individuo no enfermo.

Enfermedad
+ a b atb

Si no

Prueba diagnostica

- c d c+d

at+c b+d at+b+c+d =n
S=a
a+c
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E=d
b+d

Del cuadro anterior se deduce que:
el valor a: verdadero positivo
el valor b: falso positivo
el valor c: falso negativo
el valor d: verdadero negativo
Otro dato que es necesario conocer son los Valores Predictivos que se definen de la siguiente
manera:

2.15.7.2 Valor Predictivo Positivo: Es la probabilidad de que un individuo esté realmente enfermo,
cuando el resultado de la P.D. ha sido positivo (VPP).
2.15.7.3 Valor Predictivo Negativo: Es la probabilidad que un individuo esté realmente no enfermo cuando el
resultado de la P.D. ha sido negativo (VPN).
Numéricamente estos datos se obtienen de la siguiente manera:
VPP= a
ath
VPN= d
c+d
Los factores que mas influencian al:

VPP: Prevalencia y Especificidad
VPN: Sensibilidad y Prevalencia

Todos los test usados para la certificacion de que un animal esta libre de una enfermedad presenta un
problema inherentes a su técnica y es por eso que proporcion resultados que pueden ser Falsos Positivos o Falsos
Negativos, los cuales nos pueden llevar a un error que puede resultar muy costoso. Hay 4 posibilidades de el

estado sanitario de un animal:

Verdadero estado

infectado no infectado Total
reactor a b (a+b)=R
Test diagn.
no reactor ¢ d (c+d)=N
Total (a+tc)=Y (b+d)=S (at+b+c+d)=T

Usando las categorias del cuadro anterior es posible calcular los valores de prevalencia, prevalencia
aparente, sensibilidad, especificidad y sus valores complementarios.

El resultado de un test puede ser positivo 0 negativo. La probabilidad de que este test negativo sea de un
animal verdaderamente sano se denomina: Valor Predictivo Negativo.

H/N=(1-p) E
(1-p)E+P(1-S)

donde:

H=b+c, N=c+d, P= prevalencia real, E= especificidad,
S=sensibilidad
El problema se presenta cuando hay que determinar la probabilidad de que una reaccion negativa sea de
un animal verdaderamente enfermo.
IIN= P(1-9)
P(1-S)+(1-P)E

donde:
I= a+c, N=c+d, P=prevalencia verdadera, Ey S= especificidad

sensibilidad
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El calculo de estas 2 formulas depende de la

2.15.8 PREVALENCIA'Y SENSIBILIDAD DEL TEST

La probabilidad de incluir un animal enfermo en la seleccion
El riesgo aumenta con el tamario de lote.

Prob=[c>1/N] =1 - Prob [c=O/N] =1 - [PVN]n
donde:

c= animales no reactores

N=c+d

PVN= valor predictivo negativo

n= tamafio del lote

En el desarrollo de estos temas, se ha indicado como por sobre o debajo del rol conocido que tiene la
prevalencia de la enfermedad y la sensibilidad de los correspondientes test diagnésticos, el tamafio de la muestra
(grupo) influye en el riesgo de que un animal infectado pueda ser seleccionado inadvertidamente. Estos analisis
pueden aplicarse a cualquier proceso de seleccion, el cual depende de un sistema de test que no es el 100%
sensitivo en la determinacion de animales infectados.

Este analisis puede ser aplicado a cualquier situacion semejante, independiente, de la enfermedad
considerada o los métodos de diagndsticos usados(145)(147) .

3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Tamario de la muestra:
Algunos elementos para tener en cuenta(147) :
1) El rango de error que se esta dispuesto a aceptar entre el valor "real" y la estimacion de la muestra:.
2) La confianza que se deposita en el intervalo de estimacién del valor "real" confeccionado a partir de los
resultados de la muestra.
3) Una aproximacién "a priori" de la variacion de la medida que se estudia.
Para el estudio de la prevalencia de reaccionantes se considera aceptable que el tamafio de la muestra
permita cumplir con las 2 primeras condiciones enumeradas en los siguientes valores:
1) Que el rango de error admisible no sea mayor al 20% de la prevalencia.
2) Que ese rango de error tenga una confianza del 95%.
Para calcular el tamarfio de la muestra: adecuado que cumplan con esas condiciones, es necesario tener una
estimacion, aproximada, de la prevalencia que se espera encontrar, ya que de ello depende la medida de variacion.
Para la realizacion de este trabajo se considerd que la prevalencia "estimada™ en los rodeos era del 30% y
la prevalencia entre los animales era del 10%(17).

3.1.1 Error estandar de una proporcion(146)(147)

Existe entre el dato obtenido por muestreo y el universo o poblacion total una relacion; por que no se
puede trabajar con la totalidad del universo, sino con una parte o fraccion del total. La diferencia entre la muestra
y el universo, se denomina "error por muestreo” que puede deberse a la variabilidad de la poblacién o al tamafio
de la muestra. Este error por muestreo se puede medir estadisticamente por medio de una constante llamada error
estandar (ES).

ES =V x-(1-x)/n

Trabajando con un grado de significacion del 95% (2ES), el resultado se expresa como el promedio
mas/menos 2ES, por lo que se puede deducir que la tasa de prevalencia de la brucelosis bovina en la poblacién de
tal lado se encuentra entre.... y .....

En el ganado bovino, para estimar la prevalencia aparece otro factor distintivo: la Produccion Lecheray la
Produccidn de Carne.

En la primera produccién existe una mayor concentracion y promiscuidad, mayor duracién de la vida
productiva lo cual la coloca en posicion desventajosa frente a las enfermedades cronicas debido a una mayor
exposicion al riesgo, esto obligara a desdoblar la informacion requerida a dos estratos perfectamente definidos.
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La estratificacion, en este caso seria de utilidad, ya que la separacidn se hace a partir de una caracteristica
(tipo de explotacion) que es relevante en relacién al atributo estudiado (prevalencia de una enfermedad infecciosa
crénica).

Las estimaciones de prevalencia hechas habitualmente por muestreo, como toda la informacién que se
obtiene por esta técnica, permite generalizar tcitamente los resultados a la poblacién de la cual fue estimada.

La prevalencia de una enfermedad crénica, seria una subdivision de la muestra referida a las diferentes
areas geograficas o administrativas de interés, en las que estarian indicadas los diferentes tipos de explotacion
(cria o leche).

Se debe puntualizar que la cantidad de individuos que entran en un muestreo practicamente, no depende
de la poblacion a estudiarse. Asi, como el nimero de animales requerido para un estudio de prevalencia a nivel
pais (total), seria aproximadamente el mismo, que el necesario para un estudio de prevalencia en cualquiera de las
areas antes mencionadas, manteniendo una validez semejante el dato suministrado por el muestreo. Lo mismo
puede decirse para el caso de la estratificacién por tipo de explotacion(147).

3.1.2 Intervalo de Confianza

El intervalo de confianza que desea confeccionarse, cuya confianza se expresa habitualmente como
porcentaje, indica el siguiente concepto: dada una proporcion "real" P (desconocido), si se toman repetidas
muestras (en la practica esto no se hace), los estimadores "p" de la muestra caeran dentro del intervalo de
"confianza™ que se ha fijado. Esta "confianza™ determina la amplitud determinada.

3.1.2.1 Determinacién de los limites del intervalo de confianza para P.

La amplitud del intervalo de confianza queda fijado por el grado de confianza, porque a cada uno de ellos
corresponde un factor por el que hay que multiplicar al E Sp. Estos multiplos del E Sp se suma y restan al valor
"p" teniendo de esta manera los limites del intervalo.

Grado de confianza Factor (aproximado)
99% 2.6
95% 2.0
90% 1.65

3.2 Técnicas de laboratorio empleadas:
Estas se describen en el anexo 1.

3.2.1 Prueba con Antigeno en placa tamponado (BPA) (Angus y Barton, 1.984). (1)(85)(157).

Esta prueba se usa como tamiz, es altamente especifica y sensible. La cantidad de suero que debe usar es
muy poca. Por el bajo pH (3,8 - 4) del antigeno, hace que esta prueba detecte solamente a las Ig G1, siendo las
inespecificas (Ig M), inhibidas(21).

Los test RB y BPA son usados en lugares donde la prevalencia es baja y como pruebas de vigilancia
epidemiologica; en planes de erradicacion.

Esta prueba, usada en bovinos infectados, junto con FC es mas sensible que SAT.

Las condiciones ambientales pueden afectar su sensibilidad.

Se ha observado que puede presentar falsos positivos si los animales han sido vacunados con otros
antigenos(12) .

Esta técnica se usa por que no presenta falsos negativos(148) .

3.2.2 Prueba con antigeno de Rosa de Bengala(1)

Esta es una prueba rapida, sencilla y econémica, es usada como prueba tamiz(76). Muestras negativas a
RB son, generalmente, negativas a FC (78)(79)(80).

Moyer et al(84) no recomienda el uso del SAP como prueba tamiz, y si recomienda RB o la lenta en tubo,
para este fin y luego otro test confirmatorio.

La temperatura ambiental es un factor a tener muy en cuenta al realizar esta prueba.

El antigeno son células de brucelas tefiidas con Rosa de Bengala y suspendidas en una solucién bufferada
con un pH 3,65; este pH previene la aglutinacién de anticuerpos aglutinantes no especificos(79)(80) . Detecta la
infeccion de manera mas temprana que el SAT e identifica mas eficientemente que animales excretan activamente
brucelas de su organismo en comparacion al SAT. En las areas donde la erradicacién de brucelas es casi
completa, RB es muy sensible.

3.2.3 Prueba de Wright o Seroaglutinacién en Tubos (SAT).
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En comparacidn con la de placa, esta prueba es menos afectada por los factores ambientales, errores en la
manipulacidn del suero y reacciones inespecificas.

Es uno de los test mas ampliamente usado para el diagndstico o camparias de erradicacion.

La sensibilidad del antigeno depende de la concentracién celular y estado de disociacion. Las condiciones
de realizacion deben estar normalizadas. Los antigenos muy diluidos son hipersensibles, dando por resultado
falsos positivos, los antigenos muy concentrados producen el efecto contrario (66) .

Tanto esta prueba como la de placa no detectan la totalidad de los animales infectados, por eso, cuando la
prevalencia es baja, se realizan otras pruebas mas sensibles. Dos pruebas en tubo, con intervalo de 60 dias, pueden
detectar el 99,5% de los animales infectados.

En este trabajo se consider6 todo titulo de 50 Ul o mayor como positivo dado que en ningin momento se
tuvo la seguridad de que los animales muestreados fueran correctamente vacunados (en edad y en la forma
adecuada). El Manual de Procedimientos del SENASA(163) considera a estos animales:

- SOSPECHOSOS titulos 1/100, cuando a 2ME son negativos (machos mayores de 6 meses y para hembras no
vacunadas).

Cuando se trata de hembras vacunadas entre los 3 y 10 meses y el examen se realiza a partir de los 18
meses:

- POSITIVOS cuando los animales tienen titulos > 1/25y 2 ME > 1/25.
- POSITIVOS cuando los animales tienen titulos 1/200 y 2ME negativos.
En estos dos ultimos casos los animales analizados son BPA positivos.

3.2.4 Prueba de aglutinacion con 2 Mercaptoetanol (Anderson, 1964).

Siempre es conveniente realizarla junto con la aglutinacion en tubo, para interpretar la diferencia entre
ellas (1). En animales vacunados mayores de 18 meses de edad y en machos mayores de 6 meses, cualquier titulo
es considerado positivo.

La solucién de 2-ME 0,1M, la cual reduce los puentes de disulfuro de las Ig M, impidiéndoles reaccionar,
y se produce una aglutinacion selectiva de los anticuerpos Ig G. Las Ig M inespecificas son , sensibles al 2-ME
(52)(66).

Esta prueba es excelente como complementaria, y 10s sueros que se someteran a ésta, son los positivos a
las pruebas tamices (48) .

3.2.5 Prueba con Rivanol (Anderson, R.M. y col. 1962).

Se trata al suero con Rivanol (lactato de 2-etoxi 6,9, -diamino - acridina), el cual hace que las albumina y
macroglobulinas (19 S) precipiten. El sobrenadante, proveniente de una centrifugacion, es sometido a una prueba
de aglutinacion en placa; en esta prueba se detectan exclusivamente, isotipos Ig G (gamma)(52) . Esta reaccion se
hace en 2 partes; en la primera se somete el suero a la accién de la solucion de Rivanol y en la segunda parte la
mezcla de la solucion con el suero, se la somete a la accion del antigeno de Rivanol.

3.2.6 Prueba de Fijacién de Complemento

Es una de las técnicas mas sensibles y especificas. Se trabaja con reactivos titulados y se aplica sobre
sueros seleccionados, como positivos, con otras pruebas mas sencillas. Detecta isotipos Ig G1, Ig M es menos
activa en esta prueba y la Ig G2 no Fija el Complemento.

Con esta prueba se inactivan los anticuerpos inespecificos y se pueden detectar los enfermos crénicos.

Se obtienen menos falsos positivos, detecta enfermedades cronicas, y es ocasionalmente, negativo en las
infecciones recientes. Por su forma de realizar, algo complicada, es mas deseable como test definitorio (12) .

Se realizé la técnica en frio.

3.2.7 Antigenos.

En esta tesis se trabajé con antigenos elaborados y normalizados en el CICV INTA-Castelar segiin normas
internacionales. Los antigenos usados fueron Rosa de Bengala, BPA, Wright (usado también para las pruebas de 2
ME y FC), el antigeno de Rivanol (93) .

3.3 Zonas estudiadas:

En la presente tesis se trabajo en tres zonas diferentes del pais, una de la provincia de Buenos Aires,
Partido de Tandil, y las dos restantes son de la Provincia de Coérdoba: una es de Coronel Moldes y la otra en la
zona de Serrano - Jovita.

El Partido de Tandil se halla en el Sur Este de la Pcia de Bs. As., posee una extension total de 493.000
has., estd dividido en 16 circuitos. La poblacion de ganado bovino es de 325.902 animales, los cuales se
distribuyen en 1.546 establecimientos, de los cuales 165 son tambos. EI muestreo fue realizado de forma
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completamente aleatoria, al azar; tomando como base el padrén de establecimientos rurales del Plan Aftosa, el
mismo se depurd, excluyendo del mismo las categorias de novillos y terneros/as.

Se procedié al sorteo de los establecimientos a muestrear, realizando un listado de establecimientos con
sus respectivos suplentes para el caso de que hubiese algln problema. Estos se eligieron del padrdn original, los
gue fuesen mas parecidos a los Titulares, en cantidad de animales y tipo de explotacién.

La cantidad minima se estim6 en 80 establecimientos y 30 animales por establecimiento, en caso de no
alcanzar el nimero de animales se sangrarian a todos los animales.

Lo real obtenido fue 91 establecimientos muestreados y 35 animales como promedio por establecimiento.

Este muestreo incluy6 2.771 animales como total, de los cuales 117 fueron toros, 1.163 vaquillonas y
1.491 vacas (Gréfico 1).

Describiendo a los establecimientos segun la produccién a la que pertenecen se hall6: que 20 se dedican a
la cria; 25 son tambos, 32 son mixtos y a 14 no se los pudo identificar en cuanto a su produccién (Gréafico 2).

En cria se muestrearon 506 animales, en los establecimientos en que no se pudo establecer cual era la
produccidn se analizaron 401 animales, en tambo 797 animales y en los establecimientos en que la produccién era
mixta fueron testeados 1.067 animales (Grafico 3).

Los animales fueron seleccionados al azar.

Las muestras fueron acondicionadas en la ciudad de Tandil y el suero fue enviado al CICV INTA-Castelar
donde se procedié al analisis. El suero se remitid congelado, y en el INTA permanecié congelado hasta su
procesamiento.

Coronel Moldes, Departamento de Rio Cuarto se encuentra en la region natural de los pastizales
pampeanos, esta limitando con la regién del bosque y médanos pampeanos puntanos (region semiarida)(164) . Es
una de las zonas tamberas mas importantes de Cérdoba, después de San Francisco y Villa Maria.

En esta zona se trabajo con una Cooperativa de Tambos. Todos los animales son Holando Argentino, y se
muestrearon en su gran mayoria vacas en ordefio, solo un pequefio porcentaje fueron vaquillonas y en los tambos
en que tenian toros estos fueron sangrados. Esta Cooperativa cuenta con 100 tambos asociados, con una
produccidn total de aproximadamente 2.025.100 litros y en kilos de grasa 72.300. Esta entidad recibe leche de
Bulnes, Sampacho, Malena, Carolina, San Basilio, Los Jagueles, Fragueyro, Tosquita.

En esta zona se muestrearon 2.545 animales, distribuidos en 37 tambos. 12 fueron toros (0,5%); 2.005
vacas (78,8%) y 528 vaquillonas (20,7%) (Gréfico 4).

La zona de Jovita - Serrano esta en el sur de Cordoba; Jovita se halla en el Dpto Gral. Roca y Serrano se
halla en el Dpto. Presidente Roque Saenz Pefia, ambas localidades se hallan muy cerca del limite de Buenos Aires
(Este) y La Pampa (Sur). Aqui se trabajé con una Cooperativa recién fusionada, una pertenecia a Colonia EI Arbol
(Jovita) y la otra de Serrano. Tiene 100 productores. Es una zona mixta, se realiza agricultura, tambo, invernada
de novillos Holando Argentino y en el limite de la Pcia. se hace cria. Esta Cooperativa tiene un porcentaje del
35% de los tambos positivos a la prueba del Anillo en Leche. Se trabaj6 en vacas de ordefio y en muy pocos casos
en vaquillonas.

Se estudiaron 981 animales, 8 toros (0,8%) y 973 vacas (99,2%). Los cuales pertenecian a 28 tambos
(Grafico 5).

La metodologia del trabajo en la Pcia. de Cérdoba fue similar a la usada en Tandil. Del listado de
productores se procedié a realizar un sorteo al azar de los tambos a muestrear, y cada tambo se muestred un
promedio de 30 animales.

3.4 Rutina de trabajo:

Se realizaron las técnicas BPA, Rosa de Bengala, Wright, 2 Mercaptoetanol, Rivanol y Fijacion de
Complemento a todos los sueros recibidos en el CICV INTA-Castelar

Todos los datos obtenidos fueron archivados en los programas de computacion Lotus, Splash. Una vez
obtenidos todos los datos fueron procesados en el Programa Epi Info Versién 6(166) .

Los animales que fueron muestreados son machos enteros mayores de 6 meses, vaquillonas y vacas. Que
fueron previamente definidos de la siguiente manera:
Machos: todo animal (de este sexo) mayor de 6 meses de edad y no castrado en el momento de la extraccion de
sangre.
Vaquillonas: toda hembra mayor de 18 meses, que no haya parido por segunda vez.
Vacas: toda hembra que haya parido mas de 2 veces.

La sangre se extrajo por venipuncion de la vena coccigea o en algunos casos, de la yugular. Se
recolectaron entre 5y 10 CC.. de sangre por muestra. Luego se procedié a la centrifugacion de la misma para la
obtencion del suero.

4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 PARTIDO DE TANDIL
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4.1.1 Establecimientos reactores:

Se considerd establecimiento reactor cuando tiene por lo menos un animal reactor para alguna de las
pruebas diagndsticas empleadas.

De los 91 establecimientos muestreados, tuvieron animales que reaccionaron a las diferentes pruebas:
BPA hubo 75 (82,41%); a Wright (con titulos de 1/50 o més) hubo 39 (42,85%) establecimientos, y 44
establecimientos (48,35%) tuvieron animales positivos a Rosa de Bengala (Gréfico 6).

En relacidn a las pruebas complementarias, 32 establecimientos (35,16%) fue positivo a 2ME y a Rivanol
;'Y 24 establecimientos (26,37%) fue positivo a FC (Grafico 7).

Los intervalos de confianza, trabajando con el 99% de significacion quedan demarcados por los valores de
2ES+% obtenido; asi se puede observar:

BPA: 2,6V82,41x17.59/91 = 10,38; por lo tanto el IC queda conformado por los valores 72,03% y 92,79%, lo que
significa que la prevalecia de la brucelosis bovina, en los establecimientos del partido de Tandil se halla
comprendida entre los valores anteriormente citados; trabajando con un 99% de significacion.

Wright: 2,6142,85x57,15/91 = 13,49; el IC tiene como limites 29,36% y 56,34%; lo que significa que la
prevalencia de la brucelosis bovina, en los establecimientos del partido de Tandil, se halla entre el 29,36% vy
56,34%, con un 99% de significacion.

Rosa de Bengala: 2,6148,35x51,65/91= 48,35; obteniendo asf los limites, 34,73% y 61,97%; lo que significa que
la prevalencia de los establecimientos del Partido de Tandil, con animales reactores a RB, se halla entre los limites
anteriormente citados, trabajando con un 99% de significacion.

Para las pruebas complementarias se trabajé con el 95% de significacion:
2 ME y Rivanol: 2V35,16x64,84/91+36,26; asi se obtiene los limites 25,15% y 45,17%, lo cual significa que la
prevalencia de la brucelosis bovina en los establecimientos de Tandil se halla entre el 25,15% y el 45,17%,
trabajando con un 95% de significacion.

Fijacion de Complemento: 226,37x73,63/91+26,37; los limites quedan entre los siguientes valores: 17,13% y
35,61%. Lo que indica que la prevalencia de la brucelosis bovina en los establecimientos de Tandil se halla entre
el 17,13% y el 35,61%, trabajando con un 95 de significacion.

4.1.2 Resultados de animales en forma individual
Del total de animales del Partido de Tandil que fueron muestreados los resultados que se obtuvieron son
los siguientes:

4.1.3 BPA

De los 2771 animales resultaron reactores a esta prueba 451 (16,28%), de los cuales 49 eran de
establecimientos de cria, 99 eran de tambo; 73 de establecimientos cuya produccion no se establecio y 230 de
establecimientos mixtos. Los negativos resultaron 2319 (83,71%) y una sola muestra no fue procesada por el
envase en que se recibio estaba abierto (Grafico 8) .

La prevalencia de animales reactores a BPA se saca de manera similar (con 99% de significacion), 2ES+
% de animales positivos; 2 ES =2,6V16,28x83,71/2770 = 1,82

El IC queda demarcado por los siguientes valores: 14,46% y 18,1%, lo que indica que la prevalencia de
brucelosis bovina para los animales susceptibles del partido de Tandil se halla entre estos valores; trabajando con
un 99% de significacion.

Analizados por sexo hubo 103 (88,03%) toros negativos y 14 (11,96%) reactores; 1282 (86,04%) vacas
negativas y 208 (13,96%) reactores, el suero que faltaba era de esta categoria y en la categoria de vaquillonas 934
(80.31%) reaccionaron en forma negativa y 229 (19,69%) en forma positiva. Los toros son el 4,22% de la
muestra, las vacas el 53,81% y las vaquillonas el 41,97% (Grafico 9).

4.1.4 Rosa de Bengala:

De los 2771, se analizaron por esta técnica 2767 sueros; resultando 148 ( 5,35%) reactores, 2619
(94,65%) negativos. Hubo 4 (0,14%) muestras que no se analizaron porque la cantidad de suero no alcanzo
(Grafico 10). Con estos datos sacamos el ES, 2ES (trabajando con el 99% de significacion) y el intervalo de
confianza:

ES:\5,35x94,65/2767= 0,43

2ES=2.6x 0,43=1,19
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IC=4,16%y 6,54%

La prevalencia de la brucelosis bovina, en la poblacion susceptible del Partido de Tandil, se encuentra
entre el 4,20% y el 6,58%, con un 99% de significacion.

Los reaccionantes por sexo fueron: toros 2 (1,71%) y 115 (98,29%) negativos; en la categoria vacas hubo
70 (4,71%) y 1417 (95,29%) negativas y sin poder analizar 4 muestras; de las vaquillonas hubo 76 (6,53%), 1087
(93,47%) negativas (Gréafico 11).

4.1.5 Wright:

Se consideraron animales reactores aquellos con titulos de 1/50 o mayores.

De los 2771 sueros remitidos 11 no se pudieron estudiar; resultando 301 (10,91%) reactores y negativos
2459 (89,46%). De los toros analizados, hubo 6 (5,13%) reaccionantes, en la categoria vacas 153 (10,57%) y en la
categoria vaquillonas 142 (14,83%), estos porcentajes son tomados en base a cada categoria (Gréafico 12).

Segln la formula del ES= v10,91x89,09/2760= 0,59; trabajando con el 90% de significacion debemos
considerar 2ES, por lo tanto 1,65x0,59= 0,97% ; el intervalo de confianza para la prevalencia de la brucelosis
bovina, en la poblacién susceptible del partido de Tandil se halla entre el 9,94% y el 11,88%.

Analizados por la produccion de los establecimientos de donde son originarios los animales resultan
reaccionantes: 39 (7,76%) animales de la cria y 465 (92,26%) negativos; 92 (11,61%) animales de los tambos y
700 (88,38%) resultaron negativos; 38 (9,52%) animales de los establecimientos donde la produccién no se pudo
establecer y 361 (90,48%) resultaron negativos y en los establecimientos mixtos hubo 141 (13,24%)
reaccionantes y 924 (86,76%) negativos (Grafico 13).

No se pudieron analizar 2 muestras del sector cria, 5 muestras de los tambos, 2 muestras de los
establecimientos cuya produccién no se identificd y 2 muestras de los establecimientos de produccion mixta.

4.1.6 Comparacion entre pruebas.

4.1.6.1 BPA y Rosa de Bengala

Fueron comparados 2267 sueros; resultando 146 positivas a las 2 pruebas y negativas para ambas
reacciones 2314 ; resultando positivos a BPA y negativas a RB 305 y no hubo sueros que resultaron positivos a
Rosa de Bengala y negativos a BPA. Con estos datos se sacaron los datos de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y negativo, estos valores son:

BPA Rosa de Bengala
Sensibilidad 100% 96,8%
Especificidad 88,4% 87%
Valor Pred. Posit. 32,4% 28,1%
Valor Pred. Negat. 100% 99,8%.

Epi Info 6 (162)

4.1.6.2 Rosa de Bengala y Wright:

De la comparacion de 2767 muestras, reaccionaron a ambas pruebas 128; s6lo reaccionaron a Wright 189
muestras, no existiendo positivos a RB y negativas a Wright y hubo 2470 muestras negativas a las 2 técnicas.

Con estos datos se obtienen los siguientes valores:

RB WRIGHT
Sensibilidad 92,9% 91,8%
Especificidad 100% 96,4%
Valor Predictivo Positivo 40,4% 35%
Valor Predictivo Negativo 100% 99,8%
Epi 6

4.1.6.3 BPA y Wright:

Se compararon 2770 muestras, reaccionaron a ambas pruebas 228; 223 lo hicieron solamente con BPA,
92 lo hicieron con Wright Unicamente y 2227 negativas para ambas pruebas. Se debe recordar que el titulo
considerado para Wright es de 1/50.

Con estos datos se obtienen las siguientes medidas de concordancia con un intervalo de confianza del

95%:

BAP Wright
Sensibilidad 100% 98,6%
Especificidad 95% 94%
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Valor Predictivo Positivo 100% 95,9%
Valor Predictivo Negativo 96,3% 95,4%
Epi 6

4.1.7. Pruebas diagnoésticas complementarias

4.1.7.1 2 Mercaptoetanol:

Todo animal cuyo suero reaccion6 con titulo igual o mayor a 25 Ul se consideré como positivo.

Reaccionaron 115 animales (4,20%) y negativos 2649 (95,91%); no se pudieron analizar 9 sueros
(Grafico 14). Con estos valores sacamos el ES; 2ES (trabajando con el 99% de significacion) y el IC:

ES= V4,19x95,81/2762= 0,38
2ES=2,6x0,38=0,99
IC=3,21%y 5,19%

Lo cual nos indica que la prevalencia de la brucelosis bovina, en la poblacidn susceptible del Partido de
Tandil, se encuentra entre el 3,21% y el 5,19%

Discriminados por sexo hubo 1 toro fue positivo (0.85%) y 116 negativos (99,15%). En las vacas hubo 58
positivas (3,98%) y 1423 negativas (96,02%), los 9 sueros faltantes pertenecen a este grupo; y en las vaquillonas
56 positivas (4,81%) y 1107 (95,18%). Del total de animales positivos (4,2%), los toros representaron el 0,10%,
las vacas el 50,86% y las vaquillonas el 48.27% (Gréfico 15).

De los 91 establecimientos testeados, hubo por lo menos un animal reactor con titulos iguales 0 mayores a
25, en 32 (35,16%) (Gréfico 16).

Sacando el ES, 2ES y el IC para los establecimientos (con 90% de significacion):

ES= 35,16x64,84/91= 5,00
2ES= 2x ES = 2x 5,00 = 10,01
IC=25,15%y 45,17%

La prevalencia de campos con animales reactores a brucelosis bovina en el Partido de Tandil, se halla

entre el 25,15% y el 45,17% , con el 95% de significacion.

4.1.7.1.1 Cantidad de animales positivos segun la explotacién a la que pertenecen

En el Partido de Tandil se analizaron animales de la explotacion cria, tambo, mixta. Hubo campos donde
la actividad productiva no se pudo establecer, a estos animales se los agrupé dentro la categoria "Sin Identificar"
(Gréfico 17).

Cria

De los 506 animales pertenecientes a este tipo de explotacion; hubo 21 positivos (4.17%), 483 negativos
(95,83%) y 2 sin analizar porque el suero no alcanzd.

Para obtener el IC, debemos obtener el 2ES:
ES = V4,17x95,83/504 = 0,89
2ES=26x0,89=2,31
IC =1,86%Yy 6.48%

Esto significa que la poblacién susceptible del partido de Tandil, dentro de la explotacién cria, tiene una
prevalencia de brucelosis bovina, entre el 1,86% y el 6,48%, con 99% de significacion.

Tambo

De este tipo de explotacion se recibieron 797 sueros, resultando positivos 34 (4,34%), negativos 750
(95,66%) y 13 no se pudieron analizar.

Con estos datos obtenemos, ES, 2 ESy el IC
ES = V4,34x95,66/784 = 0,73
2ES =2,6x0,73=1,90
IC=2,44%Yy 6,24%

Esto significa que la prevalencia de brucelosis bovina en la poblacién susceptible, de la explotacién
tambo, en el Partido de Tandil se halla entre el 2,44% y el 6,24%, con un 99% de significacion.

Mixtos

De este tipo de explotacién se analizaron 1067, resultando positivos 46 (4,32%) y negativos 1019
(95,68%). No se pudieron analizar 2 muestras.
ES =V4,32x95,68/1065 = 0,62
2 ES =2,6x0,62=1,61
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IC=2,71%Yy 5,93%
La prevalencia de la brucelosis bovina en la poblacién susceptible de los establecimientos de produccién
mixta del Partido de Tandil se halla entre el 2,71% y el 5,93%, con un 99% de significacion.

Sin identificar la produccion

Se recibieron 401 muestras, 1 no se pudo analizar, fueron positivas 14 muestras (3,5%) y fueron negativas
386 (96,5%).
ES = +/3,5x96,5/400 = 0,92
2 ES=2,6x0,92 =2,39
IC=1,11%Yy 5,89%

La prevalencia de la brucelosis bovina en los animales susceptibles de este tipo de establecimientos del
Partido de Tandil, se halla entre el 1,11% y el 5,89%, con un 99% de significacion.

4.1.7.1.2 Prevalencia en establecimientos segun la actividad

Se considera establecimiento positivo a aquel que tiene por lo menos un animal reactor positivo(Grafico
18).

Cria

De los 20 establecimientos analizados en esta tesis, que pertenecian a esta actividad, 6 (30%) resultaron
positivos y 14 (70%) negativos.
ES = /30x70/20 = 10,25%
2ES = 2x10,25% = 20,5%
IC =9,5%y 50,5%

La prevalencia de brucelosis bovina en establecimientos que se dedican a la cria en el Partido de Tandil,
se halla entre el 9,5% y el 50,5%, con un 95% de significacion.

Tambo

Se recibieron muestras pertenecientes a 25 tambos, de los cuales fueron positivos 10 (40%) y los 15
restantes (60%) negativos.
ES = \40x60/25 = 9,80
2ES = 2x9,80 = 19,6%
IC =20,4% Yy 59,6%

Significa que la prevalencia de la brucelosis bovina, en los tambos del Partido de Tandil, con una
significacion del 95% esta entre el 20,4% y el 59,6%.

Mixtos

De los 32 establecimientos que se recibieron para analizar pertenecientes a este tipo de produccion, 12
(37,5%) resultaron positivos, y los restantes (62,5%) negativos.
ES = \37,5x62,5/32 = 8,89
2ES =2x8,89 = 17,78
IC =19,72% y 55,28%

Se puede decir que la prevalencia de la brucelosis bovina en el Partido de Tandil, en los establecimientos
de produccidn mixta se halla entre el 19,72% y el 55,28%, con una significacion de 95%.

Establecimientos Sin Identificar

De los 14 establecimientos que se agruparon, 4 fueron positivos (28,57%) y 10 fueron negativos (71,43%)
ES =V28,57x71,43/14 = 12,07
2ES = 2x12,07 = 24,14
IC =4,43%y 52,71%

La prevalencia de la brucelosis bovina, en este tipo de establecimiento, en el Partido de Tandil, con un
95% de significacion se halla entre el 4,43% vy el 52,71%

4.1.7.2 Rivanol:

Los animales cuyo suero reaccionaron a esta prueba, se consideraron positivos con titulos iguales o
mayores a 25 Ul.

Del total de los sueros procesados 110 resultaron positivos (3,99%), 2646 negativos (96,01%) y 15 no se
procesaron por carecer de los mismos(Gréfico 19); con estos valores sacaremos el ES, 2ES y el IC (con 99% de
significacion):

ES= 3,99x96,01/2756= 0,37
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2ES=2,6x0,37 = 0,96
IC=3,03%y 4,95%

Significa que la prevalencia de animales positivos, dentro de la poblacion susceptible, a la brucelosis
bovina en el Partido de Tandil se halla entre el 3,03% y el 4,95%, trabajando con el 99% de significacién.

Hubo un toro positivo (0,9%), 55 vacas que reaccionaron en forma positiva (50%) y 54 vaquillonas
(49,1%) (Gréfico 20).

Los establecimientos con animales reactores suman 33 (36,26%)(Gréafico 21).

La prevalencia de campos reactores es la misma que para 2 Mercaptoetanol.

Los resultados de animales por tipo de explotacion a la que pertenecen y de establecimientos positivos por
tipo de explotacion es la misma que para el 2ME (Gréaficos 17 y 18).

4.1.7.3 Fijacion de Complemento

Se consider6 todo suero con titulos de 1/10 o mayores como  positivo.

La FC es una de las técnicas de mayor especificidad para el diagndstico de la brucelosis animal, en esta
tesis se hallaron 84 reactores (3,03%), se consider¢ todo titulo igual o mayor a 1/10 (Grafico 22). Usando la
formula del ES=v3,03x96,97/2770= 0,33 y el IC (con 99% de significacién) =
2 ES=2,6x0,33=10,85
IC=2,18%y 3,88%

Esto significa que la prevalencia de la brucelosis bovina, en la poblacion susceptible del Partido de
Tandil, se halla entre el 2,27% y el 3,89% con un 99% de significacion.

4.1.7.4 Comparacion entre pruebas definitorias

4.1.7.4.1 Test de 2 Mercaptoetanol vs. Fijacion de Complemento.

Hubo 84 sueros que reaccionaron a las 2 técnicas, 32 fueron negativas a FC y positivas a 2 ME; 1 suero
fue negativo a 2ME pero positivo a FC y negativos para ambas pruebas diagnosticas 2645. Con estos datos se
obtienen valores de especificidad, sensibilidad y V.P.P y V.P.N. para ambas pruebas. (Intervalo de confianza del
95%).

Fijacion Complemento 2Mercaptoetanol
Sensibilidad 98% 98%
Especificidad 100% 99,8%
V.P.P. 98,8% 92,7%
V.P.N. 98,8% 98,3%
EPI 6
Como se puede observar por estos datos ambas pruebas son muy buenas tanto en especificidad y

Valores Predictivos, tanto positivos como negativos.

4.1.7.4.2 Test de Rivanol vs. Fijacion de Complemento:

En estas 2 pruebas hubo 81 sueros positivos para ambas; 29 fueron negativas a FC pero positivas a
Rivanol; 3 fueron negativas a Rivanol pero positivas a FC y 2643 negativas a ambas pruebas. De estos valores se
desprenden los siguientes datos, (medida de asociacion y un intervalo de confianza del 95%):

Fijacion Complemento Rivanol
Sensibilidad 97,8% 97,9%
Especificidad 99.9% 99,6%
V.P.P. 96,4% 89,2%
V.P.N. 98,9% 98,4%
Epi 6

DISCUSION

Tomando los datos suministrados por SENASA (6) la prevalencia en distintas zonas de la provincia de Bs.
As oscila entre 3,4% y el 12%. En los campos de cria determind una prevalencia del 7,2%. EI CEDIVE (156)
determina una prevalencia del 76,56%. En estos trabajos no se aclara la metodologia de trabajo ni forma de
muestreo. En esta tesis se obtuvo una prevalencia a nivel individual del 3,99% para Rivanol, 4,2% para 2-
Mercaptoetanol y del 3,03% para Fijacion de Complemento. Estos niveles de prevalencia estan muy cerca del
valor aconsejado para intentar la erradicacion, que se considera el 3%(121) .

No hubo diferencias entre la cantidad de vacas y vaquillonas reactoras.

Existe un porcentaje muy bajo de toros seroldgicamente reactores, pero no debemos olvidar que pueden
existir toros que son negativos serolégicamente pero eliminan brucelas por semen y orina, contaminando el

ambiente(166) . El contagio por parte del toro a las vacas susceptibles no se ha demostrado en experimentos
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controlados, se sugiere que las proteinas catidnicas aisladas del mucus cervical proveen una primera barrera de
defensa al Gtero contra la invasion de agentes patdgenos. EI semen usado en Inseminacion Artificial puede ser un
riesgo en los programas de mejoramiento, de ahi la importancia de control(12) .

La mayor prevalecia se observé en los establecimientos cuya produccién es tambo; esto se explicaria
porque, en los mismos hay una mayor hacinamiento de animales, con edades, sexos y estados fisioldgicos
diferentes; lo que favoreceria que cualquier agente causal de enfermedades actlie sobre organismos estresados.
Todos los factores como: diferentes medidas de manejo, sanitario, alimenticio, ambiental, etc. disminuyen las
defensas(34) .

En la produccion lechera el tipo mas comin de transmisién es la directa (1)(12)(24)(57)(151) , al
contaminarse el medio ambiente; como por ejemplo con el uso de corrales comunes para la paricién y durante la
espera para el ordefio; lugares sucios con materia fecal y orina; convivencia de animales convalecientes de
abortos, son entre otros, los factores de dispersion y permanencia de la brucelosis en este tipo de
produccién(1)(12) . La via de entrada de la bacteria es por via inhalatoria, exposicién de las conjuntivas, contacto
directo de la piel, inoculacion intramamaria (maquinas de ordefie que no funcionan correctamente), tracto
reproductivo y via congénita (1)(12)(152)(153) . Otro factor a tener en cuenta son las moscas y ectoparasitos
como posibles transmisores de esta enfermedad(25 )( 26)(151) .

El contagio a otras especies animales que no son huéspedes habituales de la Brucella abortus tiene gran
importancia cuando se evaltan medidas de accién a tomar en un programa de control y a su vez estos animales
pueden estar en contacto con el ser humano trasmitiendo esta zoonosis(24) .

Teniendo en cuenta el tiempo de supervivencia de esta bacteria en el medio ambiente(1) , en algunos
lugares o con algunos materiales estd muy bien protegida y el estrecho contacto de los animales con estas
sustancias contaminadas o lugares infectados del tambo; se comprende porque la mayor tasa de prevalencia en
esta produccion.

El uso de bacterinas comerciales puede producir, en los animales, una elevacién de titulos que algunas
veces pueden ser inespecificos(166) .

A esto debemos sumarle el tamafio de los rodeos, a mayor nimero de animales mayor es la probabilidad
de diseminar la enfermedad(12) .

En cuanto a la cria, se debe tener en cuenta la raza que esta presente en la explotacion analizada, porque
las razas indicas tienen un periodo mayor de persistencia de titulos serolégicos post vacunales que las razas
europeas y criollas; y el diagndstico puede ser positivo a 2 ME y FC hasta 198 dias post vacunacion para la
segunda prueba y 224 dias para la primera prueba. En cuanto a RB pueden persistir por mas de un afio los titulos
residuales de una vacunacion. Lo mismo ocurriria con hembras de raza indica vacunadas con dosis reducida(101) .

En este tipo de explotacion, las grandes extensiones, la poca densidad animal por ha., el poco contacto
animal-animal, los factores ambientales mas exigentes (temperatura, humedad, pH del suelo, luz solar, etc.), hace
que la prevalencia en esta produccion sea menor.

En la produccién mixta se debe cuidar la compra de animales (origen de los mismos, estado sanitario del
lugar de donde provengan), al tener diferentes categorias en el establecimiento no se debe descuidar a las
categorias en edad de vacunar contra la brucelosis, ni desatender a las hembras en su momento mas susceptible a
contraer esta enfermedad (pubertad), mantenerlas en otro potrero de las vacas adultas, el parto de todas las
hembras se debe realizar en potreros destinados a tal efecto.

Hubo un campo de los que la produccion no se pudo identificar en el que los datos muestran una
prevalencia de animales positivos a las distintas pruebas muy elevados: 60% a BPA,; 48,48% a Rosa de Bengala,
54,54% a SAT, 48,48% a Rivanol, 2ME y en Fijacién de Complemento, en este campo hay toros, vaquillonas y
vacas, la infeccion esta activa. Buscando informacion complementaria se descubrié que es un establecimiento que
acopia animales para venderlos después, esto es un problema para un programa de control y/o erradicacién pues
algunos de estos animales pueden ir a campos de cria

Comparando las pruebas tamices (BPA y RB) da por resultado una mayor eficacia al usar el BPA, una de
las pocas pruebas diagnosticas que tiene el 100% de sensibilidad, la especificidad es similar para ambas pruebas y
el valor predictivo negativo es muy bueno para ambas pruebas, lo que nos asegura que los animales "no reactores”
estan realmente sanos. Estos resultados obtenidos, concuerdan plenamente con Gonzélez Tome et al.(85) en
cuanto al uso del BPA como prueba tamiz, para el diagnéstico de esta enfermedad, dada su alta sensibilidad.

Por otro lado se observé que hubo 2 sueros que resultaron negativos a RB pero fueron positivos a 2-
Mercaptoetanol y Rivanol, en ambos casos con titulos de 25, por lo cual quedarian en el establecimiento 2
animales que por técnicas complementarias se descartan. Este es un inconveniente serio para la eleccion de una
prueba tamiz(79)(80) . Siendo la brucelosis una zoonosis directa, es de suma importancia hacer conocer a todo el
personal que esta en contacto con animales o sus subproductos, de las caracteristicas de la enfermedad, profilaxis
y tratamiento precoz. Es de gran importancia para minimizar los riesgos de contagio extremar las medidas de
higiene ambiental y personal(13) .
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Es muy conveniente hacer grupos interdisciplinarios donde haya distintos especialistas para tratar este
tema y otras zoonosis. Hacer un entrenamiento con bioquimicos y médicos para llegar a un diagnéstico eficaz de
la brucelosis humana.

Otro factor importante para tener en cuenta es la Inspeccion de Productos Alimenticios, sobre todo en
zonas rurales donde no hay Inspectores o hay venta de productos sin la autorizacién correspondiente, por ejemplo
venta de leche cruda, quesos frescos, etc.

Un aspecto muy importante, pero dificil de cuantificar son las pérdidas indirectas que sufre el productor,
entre las cuales no so6lo esta el cierre de mercados, menor precio de su ganado, etc., sino también el costo de
mantener un vientre improductivo un afio mas, la contaminacion del campo que sera fuente potencial de contagio
para otros animales.

4.2 JOVITA - SERRANO (PROVINCIA DE CORDOBA).

En esta zona se estudiaron 981 animales (8 toros y 973 vacas), los cuales se hallaban distribuidos en 28
tambos.

4.2.1. Animales reactores a BPA:

Se analizaron 977 muestras; no hubo toros reactores y hubo 152 (15,55%) vacas reaccionantes;
resultando negativas 825 (84,44%) (Grafico 23).

El intervalo de confianza para esta prueba (con 99% de significacion) da por resultado: 2 ES =
2.6V15,55x84,44/977 = 3,02; es decir que la prevalencia de reactores a BPA en la poblacion susceptible de Jovita
- Serrano se encuentra entre el 12,53% y el 18,57%.

4.2.2 Tambos con animales reactores a BPA:

De los 28 tambos estudiados, 6 (21,43%) no poseia ningun reactor a esta prueba y 22 (78,57%) tenian
uno 0 mas reactores a esta prueba (Grafico 24).

El intervalo de confianza para los tambos con animales reactores a BPA (99% de significacion):
78,57+3,58; lo cual significa que la prevalencia de tambos con animales reactores a BPA se encuentra entre
74,99% y 82,15% en las localidades de Jovita - Serrano.

4.2.3 Reactores a la Prueba de Rosa de Bengala

Los sueros analizados por esta técnica fueron 965, de los cuales fueron reactores 83 (8,60%), resultaron
negativos 882 (91,40%) y no se analizaron 16 muestras por falta de suero (Gréfico 25).

Discriminados por sexo no hubo toros reaccionantes, y 83 (8,60%) vacas resultaron reactoras y 882
(91,40%) fueron negativas. 16 muestras no se analizaron por carecer de suero (Gréfico 26).

La tasa de prevalencia, para reactores a RB, se halla entre los valores obtenidos con la siguiente férmula:
2 ES = 2x\8,60x91,40/965 = 1,81; lo que significa que la prevalencia para esta enfermedad en la poblacion
susceptible esta entre el 6,79% y el 10,41% (con 95% de significacion).

4.2.2.1 Tambos con animales reactores a RB

Hubo 14 tambos positivos a esta prueba (50%)(Grafico 27) y los 14 restantes no presentaron animales
reactores.

Para los tambos la tasa de prevalencia con una significacion del 99% nos indica que: 2,6N50x50/50 =
18,38; es decir, que la probabilidad que los tambos tengan animales reactores a esta prueba en Jovita - Serrano se
halla entre el 31,62% vy el 68,38%.

4.2.4 Reactores a la prueba de Wright:

Se considerd como animal positivo a todo aquel que tuviera 50 Ul o mas de titulo.

En el grupo de los toros no hubo ningun reactor.

89 (9,14%) vacas reaccionaron y 877 (90,04%) fueron negativas; no se pudieron analizar 7 muestras
(Grafico 28).

Con estos datos y con la féormula de ES:Vx.q/n y con un 95% de significacién (2ES) obtenemos el
intervalo de confianza para los reactores a la prueba Lenta en Tubos:
9,14+1,84 es decir que la prevalecia se halla entre 7,3% y 10,98%.

4.2.5 Tambos con animales reactores a Wright:

Hubo 12 (42,86%) establecimientos sin animales reactores a esta prueba. Los restantes 16 (57,14%)
tuvieron por lo menos un animal reactor a esta prueba (Grafico 29).
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El intervalo de confianza para los tambos con animales reactores a Wright (99% de significacion), lo
obtenemos de analizar la siguiente formula 2ES; 2,6\57,14x42,86/28=24,32; lo gue nos indica que la cantidad de
tambos con animales susceptibles se haya entre el 32,82% y el 81,46%.

4.2.6. Comparacion entre pruebas.

4.2.6.1 BPA y Rosa de Bengala:

Hubo 825 animales que no reaccionaron a ninguna de las pruebas; 54 que reaccionaron a BPA pero fueron
RB negativos; 83 fueron positivos a BPA y también lo hicieron a RB, no hubo sueros que fueron positivos a RB y
negativos a BPA.

Con estos datos se obtienen lo siguientes:

BPA RB
Sensibilidad 100% 94,5%
Especificidad 93,9% 92,0%
Valor Predictivo Positivo 60,6% 51,9%
Valor Predictivo Negativo 100% 99,4%
Epi 6

4.2.6.2 Wright y BPA:

Hubo 86 que reaccionaron a estas 2 pruebas; 60 muestras fueron reactoras a BPA pero no a Wright; no
hubo muestras que reaccionaran a Wright y negativas a BPA y 825 muestras fueron negativas para ambos test. De
estos valores se obtienen los siguientes datos (medidas de asociacion y un intervalo de confianza del 95%):

BPA Wright
Sensibilidad 99,9% 98%
Especificidad 99% 97%
Valor Predictivo Positivo 100% 94, 7%
Valor Predictivo Negativo 93,2% 91,3%
Epi 6

4.2.6.3 Rosa de Bengala y Wright:

Hubo 66 sueros que reaccionaron a ambas pruebas, negativas a ambas pruebas 861 muestras; hubo 7
muestras que reaccionaran a RB pero negativas a Wright y 16 muestras fueron reactoras a Wright pero negativas a
RB.

Analizando estos datos obtenemaos los siguientes valores:

Wright RB
Sensibilidad 90,5% 87%
Especificidad 99,2% 98,3%
Valor Predictivo Positivo 90,4% 80,7%
Valor Predictivo Negativo 98,2% 97,0%

Epi 6

4.2.7 Animales positivos a Rivanol:

Todos los animales que presentaron algun titulo se los considerd positivos.

Los sueros sometidos a esta prueba resultaron con titulos positivos 86 (8,80%), negativos 891 (91,20%) y
no se pudieron analizar 4, lo que da un total de 981 animales (Grafico 30).

En los 8 toros analizados no hubo positivos a esta prueba; en las 969 vacas, resultaron con titulos
positivos 86 animales (8,88%) y sin titulos 883 (85,96%) animales (Grafico 31)

El error por muestreo nos indica que el ES es igual a V8,80x91,20/977= 0,91, como trabajamos con el
95% de significacion tenemos 2 ES es decir = 1,82; lo que indica que la prevalencia a brucelosis en animales
susceptibles se encuentra, en Jovita - Serrano, entre el 7,06% y el 10,62%.

4.2.7.1 Tambos con animales positivos a Rivanol

Estos animales con titulos positivos pertenecian a 14 (50%) tambos, de los 28 establecimientos estudiados
(Gréfico 32).

Para determinar la prevalencia de tambos con animales positivos, los valores son los siguientes (con 99%
de significacion): 2,6V50x50/28= 24,57; es decir, que la prevalencia de tambos con animales positivos a Rivanol
se halla entre 25,43% y 74,43%

4.2.8 Animales positivos a 2 Mercaptoetanol:
Se consideraron positivos todos los animales que presentaran titulos iguales o mayores a 1/25.
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De los 981 animales, 3 no se pudieron analizar, de los restantes 978, 87 (8,89%) reaccionaron en forma
positiva, hubo 891 (91,10%) muestras negativas. (Grafico 33).

El error estandar lo obtenemos con los siguientes datos: 18,89x91,10/978= 0,91, pero como trabajamos
con el 95% de significacion, debemos multiplicar al ES por 2; lo que nos da un valor de 1,82; por lo tanto, la tasa
de prevalencia para la brucelosis bovina en la poblacion susceptible de la zona de Jovita - Serrano se encuentra
entre el 7,08% y el 10,72%.

4.2.8.1 Tambos con animales positivos a 2 Mercaptoetanol

Todos los animales positivos pertenecian a 14 (50%) tambos de los 28 estudiados (Gréfico 34).

Con estos datos se obtiene el intervalo de confianza, con 99% de significacion; por lo cual se puede decir
que la prevalencia de tambos con animales positivos a la brucelosis bovina en la zona de Jovita - Serrano se haya
entre el 25,43% y el 74,43%.

4.2.9 Animales positivos a Fijacion de Complemento:

Resultaron positivos a esta pruebas 78 (7,98%) sueros, todos ellos pertenecieron a vacas, no existiendo
ningun toro positivo (Gréfico 35).

Trabajando con un 99% de significacion, al error estandar lo debemos multiplicar por 2 (2ES) asi
obtenemos: 2,6V7,98x92,02/978= 2,62; y podemos decir que la prevalencia de la brucelosis bovina en la
poblacion susceptible se halla entre 5,36% y 10,6%.

4.2.9.1 Tambos con animales positivos a Fijacion de Complemento

Todos estos animales pertenecian a 14 ( 50%) tambos de los tambos muestreados (Grafico 36).

Para los tambos el intervalo de confianza se obtiene con los siguientes valores, (con el 99% de
significacion)= 2,6 ES+50%; lo cual nos indica que, los tambos con animales positivos a la brucelosis bovina se
halan entre el 25,44% y el 75,44%.

4.2.10 Comparacion entre pruebas complementarias

4.2.10.1 Comparacion entre 2 Mercaptoetanol y Fijacion de Complemento:

Resultaron positivos a las 2 pruebas 78 muestras, no hubo muestras positivas a F.C. y negativas a 2
Mercaptoetanol, hubo 8 muestras positivas a 2 Mercaptoetanol y negativas a F. C. y resultaron negativas a ambas
pruebas 891 muestras, con estos datos se obtienen los siguientes valores:

F.C. 2 Mercaptoetanol
Sensibilidad 96% 95%
Especificidad 100% 99,5%
Valor Predictivo Positivo 100% 94,2%
Valor Predictivo Negativo 99,1% 98,2%
Epi 6

4.2.10.2 Comparacion entre FC y Rivanol:

Resultaron positivas a las 2 pruebas diagndsticas 78 muestras, positivas a Rivanol pero negativas a FC 8
muestras, no hubo sueros positivos a FC y negativos a Rivanol y 891 muestras fueron negativas a ambas pruebas.

Con estos datos se obtienen los siguientes datos de medidas de asociacion con un intervalo de confianza
del 95%:

FC Rivanol
Sensibilidad 100% 94,2%
Especificidad 99,1% 98,2%
Valor Predictivo Positivo 90,7% 82%
Valor Predictivo Negativo 100% 99,5%
Epi 6

Con los datos obtenidos en este trabajo se hace el siguiente resumen, en cantidad de animales positivos a
las pruebas diagnosticas y la cantidad de tambos con animales reactores:

Prueba Animales IC Tambos IC

BPA 152(15,55%) 12,53-18,57  22(78,57%) 74,99-82,15
SAT 89 (9,14%) 7,30-10,98  12(42,86%) 32,82-81,46
RB 83 (8,60%) 6,79-10,41  14(50%) 31,12-68,38
Riv 86(8,80%) 7,06-10,12 14(50%) 25,43-74,43
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2ME 87(8,89%) 7,08-10,72  14(50%) 25,43-74,43
FC 78(7,98%) 5,36-10,60 14(50%) 25,43-74,43
DISCUSION

Se observa que la cantidad de establecimientos con animales reactores a esta tres pruebas diagndsticas
complementarias es muy superior al planteado en la hipétesis, con la que se trabajo6 en esta tesis (30%).

Los datos presentados en este trabajo (pag. 14) muestran un porcentaje de tambos sospechosos para la
Prueba del Anillo en Leche muy inferior a estos datos.

La cantidad de animales reactores para estas pruebas no difiere mucho de lo planteado inicialmente
(10%).

Con esta prevalencia, la erradicacion seria posible; iniciando el programa con el saneamiento con medidas
combinadas: vacunacidon de todas las terneras entre los 3 y 10 meses, diagnésticos serolégicos y la erradicacion de
los animales reactores con el consiguiente reemplazo con animales con sanidad garantizada y la vigilancia
epidemioldgica a través del PAL (121) .

Al iniciar el estudio en esta Cooperativa, la mayoria de los productores con los que se trabajo, indicaron
gue hacia mucho tiempo que no les sangraban los animales para hacer un diagnostico serolégico de brucelosis,
una de las razones expuestas para la no realizacion de esta practica sanitaria fue la desaparicion de la bonificacién
por sanidad que cobraban.

Una practica que se pudo observar es la crianza en comin de terneras y vaquillonas compradas en
distintos origenes, para luego ir a distintos tambos de la zona; se mezclan animales de distintas edades (puberes,
pre plberes y terneras), siendo las edades prepUberes y puberes donde son mas susceptibles a contraer la infeccién
(12) ; distintas condiciones corporales y estado sanitario (desparasitaciones, vacunaciones, etc.).

Al ser una Cooperativa recién formada por fusién de 2 preexistentes hubo y hay actualmente gran
movimiento de animales entre tambos, y muchos de los tambos se intentan agrandar comprando animales de otras
zonas donde hay mejor genética y como no controlan los productores a los animales al ingresar a los tambos,
pueden diseminar la enfermedad. Muchos compran sus animales en ferias concentradoras donde hay convivencia
de animales de distintas zonas y con distintos destinos.

La introduccién de animales sin ningudn tipo de control, pueden llevar al establecimiento brucelas (u otros
patdgenos); en algunos casos un biotipo de brucela que es muy virulenta y quiebre la inmunidad conferida por la
vacunacion)(168)(169) .

Segun lo observado pocos productores tienen alguna precaucion con las vacas que abortan (eliminacion
del rodeo), no se deshacen del feto (entierro), al dejarlo en el campo las moscas y otros insectos se alimentan de
estos restos, transformandose en potenciales vectores de esta enfermedad(25) . No hay lazaretos o corrales para las
pariciones.

Consultando a los productores sobre si vacunaban a las terneras, todos lo afirmaron.

En esta zona la Inseminacidn Artificial no es una practica comdn, recién ahora se esta imponiendo.

Algunos tambos venden una parte de la leche de los ordefios diarios en forma directa al publico, lo que
ocasiona un gran peligro para los mismos, por ser esta enfermedad una zoonosis que se considera una
Toxoinfeccion alimentaria(135) .

Se observd el uso de vacas amas (viejas, problemas de patas, abortadoras, etc.) para la cria de terneros, si
bien estos animales pueden contaminar a los animales que estan criando, esta contaminacion es temporaria(12) .

Es comin la convivencia de otras especies de animales (cerdos, canes, ovinos, caprinos, pajaros) junto
con los bovinos; estas especies se alimentan de los restos producidos por los bovinos (comidas en los comederos,
en el piso de los tambos), los cerdos hozan la materia fecal de los bovinos en busca del maiz; cuando hay un
aborto bovino, los cerdos y perros los comen; los ovinos y caprinos pastorean y beben agua en comdn con las
vacas que recientemente abortaron, si bien la brucelosis bovina es producida principalmente por B. abortus, los
cerdos y cabras la padecen por B. suis y B. melitensis, estos actlan diseminando la B. abortus entre los
bovinos(12) .

Las caracteristicas de la explotacién tambera en cuanto a humedad, temperatura, etc.; favorecen la
presencia de la brucela.

En esta zona las temperaturas ambientales son elevadas en verano y muy frias en invierno, lo que dificulta
la supervivencia de B. abortus en el medio ambiente(1)(12) , no obstante los valores de prevalencia obtenidas en
este estudio, los factores ambientales no influyen notablemente en el control de esta enfermedad.

En esta Cooperativa existe un alto porcentaje de tambos que son Anillo en Leche Positivo (35%), estos
datos concuerdan con los datos de la serologia presentados en este trabajo, por lo que el uso de PAL como prueba
de vigilancia epidemioldgica es un método muy eficaz (18)(22)(69) .

En el este caso hubo 4 sueros que fueron negativos a Rosa de Bengala, pero 3 reaccionaron en forma
positiva a 2ME (titulos de 1/25) y 4 fueron positivos a Rivanol con los mismos titulos
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4.3 CORONEL MOLDES (PROVINCIA DE CORDOBA)
Aqui se trabajo con 2545 animales, repartidos en 37 tambos.

4.3.1 Reactores a BPA:

Del total de animales muestreados hubo 14 que no se analizaron por carecer de suero, resultando reactores
212 (8,38%) y negativos 2319 (91,62%)(Grafico 37).

Para eliminar los errores por muestreo o los errores por el tamafio de la muestra se debera sacar el ES
(V/8,38x91,62/2531)= 0,55; pero como trabajamos con un 99% de significacion al ES lo debemos multiplicar por
2,6; dandonos 1,43 y con este valor podemos definir el intervalo de confianza para la poblacion susceptible que
variaré entre el 6,95% y el 9,81%.

No hubo toros reactores a esta prueba, dentro de la categoria vacas, se analizaron 1991 sueros, de ellos
126 (6,33%) resultaron reactores y de 528 vaquillonas, hubo 86 (16,29%) reaccionantes (Grafico 38).

4.3.1.1 Tambos con animales reactores a BPA

Los 212 animales positivos a esta prueba estaban distribuidos en 30 (81,08%) tambos (Gréfico 39).

El ES para este estudio nos da como resultado: \81,08x18,98/37= 6,45; como trabajamos con una
significacion del 99% debemos multiplicar al ES por 2,6 = 16,77; el intervalo de confianza, queda definido por el
64,31% y el 97,85%.

4.3.2 Animales reactores a Rosa de Bengala:

De los 2545 animales muestreados reaccionaron a esta técnica 119 (4,70%), resultaron negativos 2413
(95,30%) y 13 muestras no se analizaron (Gréafico 40).

Con la determinacion de 2 ES sabremos entre que porcentajes se halla la maxima probabilidad del valor
de prevalencia a la brucelosis bovina (con 99% de significacion): 1,09+4,70; la prevalencia a la brucelosis bovina
en la poblacion susceptible se halla entre el 3,61% y el 5,79%.

Analizados por sexo, los reaccionantes se dividen de la siguiente manera: no hubo toros reaccionantes; 65
(3,26%) vacas de 1996 muestras analizadas y de las 524 vaquillonas analizadas hubo 54 (10,31%) reactoras
(Gréfico 41).

4.3.2.1 Tambos con animales reactores a Rosa de Bengala
Hubo 15 (40,54%) tambos sin reactores a esta prueba y 22 (59,46%) con reactores (Gréafico 42).
La prevalencia en los tambos se halla entre el 38,47% y el 80,45%, con una significacion del 99%.

4.3.3 Animales reactores a Wright:

Para esta prueba se considero animales reactores a todos los que poseian titulos de 50 Ul 0 més.

Resultaron 335 animales (13,16%) reactores, siendo negativos 2210 (86,84%)

El intervalo de confianza (con un 99% de significacion) para los animales reactores a Wright queda
definido por la siguiente formula: (2,6 V13,16x86,84/2531) = 1,75 ; desarrollando la formula el intervalo queda
definido entre los valores de 11,41% vy el 14,91%.

4.3.3.1 Tambos con animales reactores a Wright

Los animales reactores a esta prueba se hallan distribuidos en 30 (81,08%) tambos (Gréfico 43).

El intervalo para los tambos es igual al que nos da el BPA, porque el porcentaje de tambos con animales
reactores es igual para esta prueba.

4.3.4 Comparacién entre pruebas.

4.3.4.1 Comparacién entre BPA y RB:

Se compararon estas 2 técnicas; reaccionando a ambas pruebas 112 muestras; no hubo muestras negativas
a BPA y reactoras a RB; hubo 89 muestras que reaccionaron a BPA y negativas a RB y 2313 muestras negativas
para ambas pruebas.

Con estos valores se obtienen las siguientes medidas de asociacion y un intervalo de confianza del 95%.

BPA RB
Sensibilidad 100 % 98%
Especificidad 97% 97%
Valor Predictivo Positivo 100% 95,9%
Valor Predictivo Negativo 96,3% 95,4%
Epi 6

4.3.4.2 Wright y BPA:
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Reaccionaron a ambas pruebas 128 muestras, 189 muestras Wright no lo fueron a BPA; no hubo muestras
positivas a BPA gue fueran negativas a Wright y negativas a ambas pruebas 2787 muestras.
Estos datos nos dan una medida de asociacion y un intervalo de confianza del 95%:

BPA WRIGHT
Sensibilidad 100% 96,4%
Especificidad 92,9% 91,8%
Valor Predictivo Positivo 40,4% 35%
Valor Predictivo Negativo 100% 99,8%
Epi 6

4.3.5 Pruebas complementarias

4.3.5.1 Animales positivos a Rivanol:

De las 2545 muestras remitidas no se analizaron 17 muestras por carecer de volumen par realizar la
prueba; hubo 91 (3,60%) muestras positivas, y fueron negativas 2437 (96,40%) (Gréfico 44).

El intervalo de confianza (con 99% de significacién) da un valor de 2,64% y el 4,56%.

De todas las muestras analizadas que resultaron positivas, 50 (2,61%) fueron de vacas y de vaquillonas 41
(7,76%) (Gréfico 45).

4.3.5.1.1. Tambos con animales positivos a Rivanol

Hubo 20 (54,05%) tambos con animales negativos a esta prueba y 17 (45,95%) con animales positivos
(Grafico 46).

El intervalo de confianza para los tambos da por resultado; valores extremos 29,56% y 62,34%.

4.3.5.2 Animales positivos a 2 Mercaptoetanol:

A esta prueba hubo 91 (3,58%) sueros que fueron positivos a esta prueba y 2454 negativos
(96,42%)(Gréfico 47).

El intervalo de confianza queda con valores extremos, trabajando con un 99% de significacion; 2,58% y
4,54%; entre estos valores se halla la prevalencia a la brucelosis bovina en esta zona de la Pcia. de Cérdoba.

No hubo toros positivos a esta técnica. Hubo 50 (54,95%) vacas y 41 (45,05%) vaquillonas que fueron
positivas (Grafico 48) del total de animales positivos.

4.3.5.2.1 Tambos con animales positivos a 2ME

Los tambos que poseian uno o méas animales positivos a esta prueba sumaron 17 (45,95%) y hubo 20
(54,05%) con animales negativos (Gréafico 49).

El intervalo para los tambos con animales positivos es el mismo que para Rivanol.

4.3.5.3 Fijacion de Complemento:

Del total de muestras analizadas, 87 (3,56%) resultaron positivas; considerando como positiva a toda
muestra que presente un titulo de 1/10 o mayor y 2444 negativas (96,56%) Y sin analizar 14 (Gréafico 50).

La prevalencia, con el 99% de significacién, se halla entre el 2,46% y el 4,38%.

Analizando por sexo, no hubo toros positivos; en las categoria vacas hubo 50 (2,52%) y en las vaquillonas
hay 37 (7,10%) positivas (Grafico 51).

4.3.5.3.1. Tambos con animales positivos a FC

Los animales positivos estaban distribuidos en 17 tambos (45,95%) (Gréfico 52).

La prevalencia entre tambos esta dentro del intervalo de confianza determinado por los siguientes valores:
29,56% y 62,34%.

4.3.6 Comparacién entre Pruebas Complementarias

4.3.6.1 Comparacion entre Rivanol y F.C.

Hubo 76 sueros positivos a las 2 pruebas, 2 sueros positivos a Fijacion pero no a Rivanol; 15 sueros
fueron positivos a Rivanol pero no a F.C.. y 2435 negativos para ambas pruebas. Con estos datos se obtienen los
siguientes valores:

F.C. Rivanol
Sensibilidad 97,4% 90,2%
Especificidad 99,4% 99,0%
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Valor Predictivo Positivo 83,5% 73,9%
Valor Predictivo Negativo 99,9% 99,7%
Epi 6

4.3.6.2 Comparacién entre Fijacion de Complemento y 2 Mercaptoetanol:

85 sueros resultaron positivos para ambas pruebas, 1 suero resultd positivo a FC pero no a
Mercaptoetanol, 14 sueros resultaron positivos a 2 Mecaptoetanol pero no a FC y 2436 fueron negativos a ambas
pruebas.

De estos datos se obtienen los siguientes valores, con un intervalo de confianza del 95%.

F.C. 2 Mercaptoetanol
Sensibilidad 98,8% 92,8%
Especificidad 99,4% 99,0%
Valor Predictivo Positivo 85,9% 77,1%
Valor Predictivo Negativo 100% 99,7%
Epi 6

Resumiendo los datos obtenidos de animales reactores positivos a las distintas pruebas y cantidad de
establecimientos de donde provenian:

Prueba Animales IC Tambos IC

BPA 212 (8,38%) 6,95-9,81 30 (81,08%) 64,31-97,85

SAT 335 (13,16%) 11,41-14,91 30 (81,08%) 64,31-97,85
RB 119 (4,70%) 3,61-5,79 22 (59,46%) 38,47-80,45
Riv 91 (3,60%) 2,64-4,56 17 (45,95%) 29,56-62,34
2 ME 91 (3,58%) 2,58 -4,54 17 (45,95%) 29,56-62,34

FC 87 (3,42%) 2,46-4,38 17 (45,95%) 29.56-62,34
DISCUSION

Este trabajo basado en la deteccidn serol6gica, arroja datos diferentes a los presentados oportunamente en
la Pcia. de Cordoba que indicaban el 10,74 y el 19,87% de tambos sospechosos para la Prueba del Anillo en Leche
(6)(18) . La enfermedad esta muy difundida, no tanto a nivel de animales, cuya prevalencia individual,
cercana al 3% estaria indicando que no seria muy dificil intentar el control y erradicacion.

Cuando se esta en la etapa de erradicacion, toman importancia los animales que son hijas de hembras
positivas y resultan persistentemente infectadas, esta infeccién no puede ser prevenida por la vacunacion, la
infeccion puede ocurrir en el Gtero o por leche proveniente de hembras infectadas(12)(30) . Esta infeccion es mas
frecuente de lo que anteriormente se creia y en el curso de la enfermedad el diagnostico temprano es dificultoso y
esto puede presentar serias dificultades para la eliminacidn de la brucelosis bovina de estos rodeos(12) .

En las vacas la Brucella abortus, se acantona en diversos érganos; uno de ellos es la glandula mamaria y
alli sobrevive dentro de los macrofagos de esta glandula. Una de las posibles explicaciones para esto es por la
inhibicidn de la via oxidativa que tienen los macréfagos; las reacciones oxigeno dependiente de los neutréfilos
bovinos son los responsables de la actividad bactericida de estas células contra la Brucella abortus. Las cepas
lisas, son mas resistentes que las rugosas a la destruccion por oxidacion realizada por los neutréfilos. Otra posible
explicacion de la sobrevida de la Brucella abortus que le permite replicarse en los macréfagos de la glandula
mamaria inhibiendo la fusion de estas células(45) . De esto se desprende que las medidas higiénicas para el
ordefie, tratamiento de mastitis y otras actividades relacionadas con la ubre de un animal enfermo son
indispensables; y el consumo de este producto debe realizarse después de ser pasteurizado.

En esta Cooperativa no hay mucho movimiento interno de animales, los tambos no tienden a incorporar
mas animales con el fin de agrandarse y aquellos que por una razon u otra desaparecen, venden los animales a
otros productores, no influyendo la compra de animales de otras zonas. Cuando estas se realizan se efectian en el
campo, siendo muy pocos productores que acuden a las ferias.

La presencia de un alto nimero de establecimientos infectados favorece que los animales que se hallan alli
0 que ingresen se contaminen en forma directa o indirecta (1)(12)(24)(150) .

Si bien las terneras, que son vacunadas estan protegidas, al permanecer en medios muy contaminados se
pueden enfermar; ya que la cantidad de bacterias existentes en el medio ambiente podria superar las defensas
otorgadas por la vacuna. Segun los datos presentados por Alexander et al.(23) la cantidad de bacterias eliminadas
al medio ambiente después de un aborto son muy grandes como afectar la sanidad de un rodeo. Al criar animales
puberes en campos contaminados es muy factible el contagio(12)(21)(35) . Recordemos que uno de los factores
que afectan la virulencia de esta bacteria es el tamafio del indculo(1) . La Brucella abortus penetra al organismo
por diferentes vias (digestiva, piel, mucosas, etc.); todavia no se ha demostrado el contagio por aerosoles en los
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bovinos, esto si se ha demostrado en el ser humano de alli el peligro para el que manipula animales o
subproductos de animales enfermos (12)(27)(28) .

Existe una correlacion positiva entre el nimero de vacas infectadas que paren o abortan en un campo con
el nimero de vacas que subsecuentemente desarrollaran brucelosis(169) . Una exposicion después de un periodo
gue va entre 2 y 6 meses de la vacunacion probablemente resulte en animales detectados a los 12 meses de la
vacunacién. A medida que la exposicidn se aleja méas de la vacunacion los riesgos de enfermarse son menores.

Datos obtenidos en esta Cooperativa indican que los Médicos Veterinarios tienen funcién estrictamente
clinica; no asesoran ni participan en decisiones de tipo empresarial. EI manejo preventivo sanitario, en algunos
casos no existe. Solo se realiza alguna desparasitacion (estacional) y a los animales algunas veces se les coloca
algin complejo vitaminico mineral inyectable.

Hay convivencia de otras especies animales, las cuales pueden contagiar a los bovinos por distintas
razones: una de ellas es que son especies que se enferman con otras especies de brucelas (B. melitensis y suis) las
cuales pueden infectar a los bovinos. A su vez estas especies pueden estar contaminadas con B. abortus y eliminar
estos agentes al medio y enfermar a los bovinos(12).

En esta zona se ha observado que estd aumentando el nimero de animales salvajes lo que podria influir
sobre los datos de prevalencia, haciéndolos aumentar si estos estdn en contacto con restos de abortos y luego
actuarian como vectores(12)(168). Estos animales no solo son fuente de contaminacion para el bovino, sino
también para el ser humano(168).

5 CONCLUSIONES

La brucelosis bovina es una enfermedad erradicable, como lo ha sido en otros paises, y a nivel nacional,
en algunos establecimientos. Sin embargo, estd mucho mas difundida a nivel establecimiento que lo que deberia
estarlo, a pesar de que la vacunacion es obligatoria desde méas de 15 afios en el pais.

Esto demuestra que deben extremarse las medidas de manejo a fin de tratar de eliminar la dispersion de la
enfermedad dentro y entre los rodeos, con medidas de vacunacién, diagnostico seroldgico y eliminacién de
animales reactores. La vacunaciéon como Unica arma no es suficiente y deben sumarsele las medidas de control y
manejo ya expuestas en el desarrollo de esta tesis.

Debe controlarse la convivencia de los bovinos y otras especies, a fin de evitar el contagio interespecifico.

La vacunacién debe realizarse a todas las terneras entre 3 y 10 meses de vida.

Las pérdidas econémicas deben ser mayores que las oficialmente reconocidas, pues en ellas no se tiene en
cuenta las que ocasiona la enfermedad en cuanto a la pérdida de mercados, ni problemas de Salud Pablica.

Debe existir un control estricto a nivel municipal de la venta de productos lacteos y subproductos, pues en
muchos casos se consume estos productos sin ningun tipo de control.

Se debe realizar una politica de Educacién Sanitaria a todo nivel, donde se expliquen los peligros que esta
enfermedad acarrea.

ANEXO 1

PRUEBAS DE LABORATORIO
(Adaptado del Manual de procedimientos del SENASA)(163)

Prueba en tubos (Método de Wright)

Se emplea cuando se quiere conocer el contenido de anticuerpos de Brucella en el suero, en términos de
Unidades Internacionales por 1 ml. (Ul).

Detecta la presencia de IgM e 1gG.

1) Reactivos para la prueba:

- Antigeno, previamente estandarizado y mantenido en concentracion de 4,5% de brucelas. (En la prueba
se usa al 0,045%). El que se prepara agregando a 100 ml. de solucién salina fenolada 1 ml. de antigeno.

- Soluciodn salina fenolada, la cual se prepara de la siguiente manera: en un litro de agua destilada se
colocan 8,5 gr.. de CINa. y 5 ml. de fenol.

- Suero problema.

2) Elementos necesarios:
- Tubos de 13 x 100 mm.
- Gradillas portatubos.
- Pipetas de 10 ml. graduadas al 1/10 o jeringas automaticas dosificadas de 1 ml.
- Pipetas de Bang (Huddleson).
- Estufa o bafio Maria a 37,5 °C.
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3) Técnica:

a) Se colocan tantos tubos de 13 x 100 mm., en la gradilla, como diluciones a efectuarse.

b) Con una pipeta de las anteriormente mencionadas, se carga el suero hasta sobrepasar la graduacion
superior. Con una toalla de papel limpiar el extremo de la pipeta, manteniéndola en posicion vertical hasta enrasar
la posicion 0. Se inserta la pipeta hasta el fondo del primer tubo de una hilera de 4 tubos y dejar que fluya 0,08 ml.
de suero; usando la misma técnica se coloca 0,04 ml. en el segundo, 0,02 ml. en el tercero y 0,01 ml. en el cuarto
tubo.

¢) Con una pipeta o jeringa automatica se agrega a cada tubo 2 ml. de antigeno preparado en punto 1,
mezclar bien agitando la gradilla.

d) La dilucién del suero en el primer tubo es 1/25; en el segundo es 1/50, en el tercero 1/100 y en el cuarto
1/200.

4) Incubacion:
La prueba se incuba a 37,5°C durante 42 a 48 horas.

5) Lectura:
En dias claros se colocan los tubos frente a la ventana, a la altura de la vista. En caso de haber poca luz
natural se realiza contra un fondo oscuro, negro opaco, con una luz fuerte que atraviese los tubos.

6) Interpretacion:

Las reacciones se clasifican en:
COMPLETAS: identificadas con (+). Es aquella en que el liquido de la mezcla suero antigeno aparece claro y la
agitacién suave no rompe los grumos.
INCOMPLETAS: identificadas con (I). Es aquella muestra en la que la mezcla suero-antigeno es parcialmente
clara y una suave agitacion no rompe los grumos.
NEGATIVAS: identificadas con (-). Es aquella en que la mezcla suero-antigeno no aparece clara y una suave
agitacién no revela grumos.

Antigeno Brucélico Bufferado. BPA. Para prueba seroldgica tamiz.

1) Instrumental necesario:

- Gradillas para acomodar muestras de sangre.

- Pipetas de 0,2 ml. en graduaciones de 0,01 ml. o especialmente graduadas, pipetas de Bang.

- Caja de lectura de unos 45 cm. de largo por 35 cm. de ancho y 15 cm. de profundidad, provista de una
placa de vidrio marcada con 60 cuadrados de 16 cm2 (4x4) en seis filas de 10, que se sostiene cerca de la parte
superior de la caja para que pueda sacarse y ponerse facilmente. Esta debe tener iluminacion de modo que la luz
incida oblicuamente y por debajo, en la mezcla de suero y antigeno. El interior de la caja debe ser negro opaco. La
caja estara provista de una tapa para evitar que la muestra se evapore con demasiada velocidad.

- Gotero de antigeno: debe estar calibrado de tal manera que distribuya exactamente 0,03 ml.. Estos deben
probarse inicialmente, vertiendo en posicidn vertical 100 gotas de antigeno en una probeta graduada de 5 ml. Un
gotero apropiado debe dar 3 ml. por cada 100 gotas.

- Mezclador para mezclar el suero con el antigeno, se utilizan palillos o un mezclador de alambre grueso
doblado en tal forma que cubra una superficie de 15 mm. El mezclador debe ser enjuagado con agua y secado
entre cada prueba.

- Heladera (4 a 8 °C) o freezer (-20°C), para almacenar las muestras hasta su procesamiento.

- Centrifuga de 3000 r.p.m. para separar el suero de las muestras de sangre.

2) Ejecucion de la prueba:

Previo a la realizacion de la prueba, la placa, el suero y el antigeno deben estar a temperatura ambiente
(18 a 26 °C), unos 40 minutos.

Agitar suavemente el antigeno durante 5 minutos. Si el suero estuviera congelado, descongelarlo y
mezclarlo bien, invirtiendo el tubo (o envase) varias veces.

a) Colocar la placa sobre el aglutinoscopio.

b) Con una pipeta Bang en posicién de 45° y apoyada sobre la placa de vidrio, se depositan 0,08 ml. de
suero.

c) Con el gotero en posicion vertical y desde una altura de 3 cm. se deja caer una gota de antigeno (0,03
ml.) sobre el suero.

d) Se mezcla bien el suero con el antigeno, abarcando una superficie circular de 3 cm. de diametro.

e) Se retira la placa de vidrio y se hacen 3 0 4 movimientos rotatorios para homogeneizar bien la mezcla.
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) Se coloca la placa sobre el aglutinoscopio y se tapa, permaneciendo la luz apagada.
g) Se efectlia una nueva rotacion, pasados 5 minutos.
h) A los 8 minutos, rotando de nuevo la placa y con la luz encendida, se procede a la lectura.

3) Interpretacion:

Las reacciones se clasifican en:
POSITIVAS: cuando se forman grumos, aun siendo finos.
NEGATIVAS: cuando la mezcla suero-antigeno es de turbiedad homogénea.

El reactivo debera ser mantenido a una temperatura , desde su elaboracién hasta su uso, entre 4 y 8°C,
evitando su congelacidn, ya que la misma modifica su sensibilidad.

Prueba del 2 Mercaptoetanol

La prueba se basa en la propiedad de los compuestos quimicos con grupos sulfhidrilos como el 2-
mercaptoetanol, de inactivar las inmunoglobulinas M.

El Mercaptoetanol es sensible a la luz y al calor; se deteriora rapidamente por exposicién al aire. Se debe
conservar en frascos color ambar herméticamente cerrados y en refrigeracion.

1) Reactivos:

a) Antigeno para la prueba de seroaglutinacion en tubos SAT.

b) Solucién de Mercaptoetanol (ME) 0,1 Molar.

Se prepara una solucion de 2-Mercaptoetanol agregando 7,80 ml. de 2-Mercaptoetanol a 992,20 ml. de
sol. de CIl. Na. al 0,85%. No se utiliza salina fenolada. Esta preparacion puede conservarse una semana en la
heladera y luego debe ser descartada.

2) Preparacion del antigeno:
Se utiliza el antigeno de la prueba de aglutinacion en tubo diluido al 2% en sol. salina fisiologica (0,09%
en la prueba).

3) Equipo necesario:
El mismo que para la prueba de aglutinacion en tubo (SAT).

4) Técnica:

En la practica de rutina la prueba del 2-Mercaptoetanol se realiza simultdneamente con la prueba de
aglutinacion lenta en tubo.

La técnica del 2-Mercaptoetanol se realiza de la siguiente manera:

a) Se coloca una hilera de 4 6 5 tubos de 3 x 100 mm.

b) Con una pipeta de 0,2 ml. (preferentemente, la pipeta de Bang) se carga suero hasta sobrepasar el limite
superior. Con una toalla de papel absorbente se limpia el extremo de la misma y, manteniendo ésta en posicion
vertical sobre la pared del tubo que contiene la muestra, dejar gravitar el suero hasta que el fondo del menisco en
el interior de la pipeta esté nivelado con la graduacién tope. Insertar la pipeta hasta el fondo del primer tubo de la
hilera, depositar 0,08 ml. de suero y retirar la pipeta. Utilizando el mismo procedimiento, echar 0,04 ml. de suero
en el segundo tubo; 0,02 ml en el tercer tubo; 0,01 ml. en el cuarto y 0,005 en el quinto tubo.

¢) Incluir un suero control conocido con actividad aglutinante negativa a la prueba del 2-Mercaptoetanol.

d) Con una jeringa automatica de 2 ml. o con pipeta de 10 ml., agregar 1 ml de solucién 0,1 M y mezclar
bien agitando la gradilla

e) Dejar las gradillas con las mezclas durante una hora a temperatura ambiente y agregar a cada tubo 1 ml.
de antigeno de tubo diluido al 2% (0,09%) en solucién salina fisiol6gica. Mezclar bien agitando la gradilla y cada
tubo por separado.

5) Incubacién y lectura:

La prueba del Mercaptoetanol se incuba, se observa y se lee de igual forma que la prueba de aglutinacién
en tubos. Los tubos deben ser controlados de cerca para verificar el aclaramiento. Ocasionalmente, el tubo de la
dilucién 1:25 puede estar ligeramente opaco, mientras que los tubos subsiguientes estan claros. Si esto sucede la
prueba es positiva.

6) Interpretacion:

Esta prueba se realiza siempre en forma paralela y simultanea con la prueba de aglutinacion en tubo. La
diferencia de titulos finales de ambas pruebas se interpreta como la capacidad aglutinante del suero debido a la
presencia de Ig M.
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La presencia de Ig G se asocia, generalmente, con infeccidn activa, por lo que toda la reaccion en esta
prueba debe ser considerada como indicativa de infeccion.

Los animales vacunados ocho 0 mas meses antes de la realizacion de la prueba suelen tener solamente
anticuerpos sensibles al Mercaptoetanol. Los animales reaccionantes a ésta prueba se deben considerar infectados
aungue tengan antecedentes de vacunacion, siempre que esta haya sido efectuada 8 meses antes.

Los resultados negativos a esta prueba no son excluyentes porque en el periodo inicial de la enfermedad la
mayoria de los anticuerpos presentes son del grupo Ig M.

Prueba del Rivanol:
La prueba del Rivanol se basa en la precipitacion de la albimina y las macroglobulinas por la accion del
lactato de 2 etoxi-6-9-diamino acridina (Rivanol).

1) Equipos y reactivos necesarios:

a) Antigeno para la prueba de Rivanol.

b) Solucién de Rivanol al 1%.

¢) Tubos de ensayo 13 x 100 mm.

d) Pipetas seroldgicas Bang.

e) Placa de vidrio divida en cuadrados de 3,5 cm. de lado.
) Caja aglutinoscopio con fondo negro.

g) Palillos agitadores o agitadores multiples.
h) Gotero calibrado para 0,03 ml/gota.

i) Reloj de laboratorio.

j) Centrifuga.

2) Técnica:

a) El suero problema, el antigeno y la solucién de Rivanol deben estar a temperatura ambiente por lo
menos una hora antes de realizar la prueba.

b) En un tubo pequefio (13 x 100 mm), depositar 0,4 6 0,5 ml. del suero problema. Agregar 0,4 6 0,5 ml.
de solucion de Rivanol y mezclar bien agitando el tubo y dejar a temperatura ambiente no menos de 10 minutos y
no més de una hora.

¢) Centrifugar las mezclas a 1000g (aproximadamente 2000 r.p.m. en un cabezal de 23 cm. de radio total
hasta el extremo del porta tubo), durante 5 a 10 minutos.

d) Con una pipeta serolégica Bang, aspirar el sobrenadante y hacer una prueba de aglutinacion semejante
a la reaccion de Huddleson. En una placa de vidrio clara y limpia, depositar cantidades de 0,08; 0,04; 0,02 y 0,01
ml.

e) Agregar una gota (0,03 ml.) de antigeno de Rivanol a cada cantidad de liquido sobrenadante, mezclar
con un palillo mondadientes o agitador multiple, comenzando por la cantidad mas pequefia (0,01 ml). Cada
dilucién debe ser extendida de forma que cubra la superficie indicada para la prueba estandar de aglutinacién en
placa (18, 21, 24 y 27 mm. respectivamente).

f) Si se usa agitador metalico, enjuagarlo y secarlo bien antes de usarlo en la muestra siguiente.

g) Inclinar la placa imprimiéndole movimientos circulares y haciéndola girar 4 veces. Preparar el reloj
para que suene a los 12 minutos.

h) Transcurridos 6 minutos, girar 4 veces la placa en la forma indicada en el punto anterior. A los 12
minutos rotar nuevamente la placa y efectuar la lectura con luz indirecta sobre fondo negro.

3) Interpretacion:

Para facilitar las lecturas y la comparacion con los resultados en otras pruebas se acepta denominar a las
diluciones obtenidas como de 1:25, 1:50, 1:100 y 1:200, respectivamente.

El resultado se expresa en funcidén de la dilucion mas alta en la que se observa aglutinacién.

Cualquiera sea el titulo de reaccion, se interpreta como infectado, ya que la prueba solamente detecta
anticuerpos del grupo IgG en la misma forma que la prueba del Mercaptoetanol.

El Rivanol puede causar cierta precipitacién de inmunoglobulinas IgG, por lo cual el titulo final puede ser
inferior al obtenido con la prueba de Mercaptoetanol.

Técnica de Fijacion de Complemento
1) Instrumental y reactivos necesarios
- Tubos de ensayo de vidrio borosilicato, de 10 x 75 mm.
- Erlenmeyers de capacidad: 500 ml y de 1000 ml.
- Pipetas de: 1 ml, 2ml, 5mly 10 ml.
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- Gradillas para tubos de 10 x 75 mm.

- Probetas de: 2000 ml. y de 1000 ml.

- Jeringas de 2 ml. de flujo continuo.

- Otros recipientes de volimenes varios.

- Freezer (-20°).

- Refrigeradora.

- Centrifuga refrigerada tipo Sorvall RC-3, con cabezal H6- L4.
- Bafio Maria.

-Espectrofotémetro tipo Coleman Junior I, modelo 6/20 con adaptador apropiado.
-Reactivos

-Hematies de oveja.

-Hemolisina (producida en congjo).

-Complemento de cobayo.

-Buffer Veronal.

-Solucion fisiolégica.

-Solucion Alsever.

-Solucion Richardson.

Introduccion

La prueba de fijacién del complemento se utiliza cada vez mas para el diagnostico de la brucelosis en el
hombre y los animales.

El sistema indicador de la prueba esta compuesto por hematies de oveja , suero antihematies de oveja
preparado en conejo y suero fresco de cobayo.

El método que se presenta aqui estd basado en la unidad hemolitica 50% tomando como modelo la
reaccion de Maltaner descrita por Wadsworth. En esta prueba, el complemento se titula segin la formula de von
Krogh para determinar la cantidad necesaria de complemento para obtener un 50% de hemadlisis.

La unidad hemolitica del sistema (1 C'H = 1 unidad hemolitica 50% del complemento) es la cantidad de
complemento necesaria para lisar el 50% de 67 millones de hematies de oveja, adecuadamente sensibilizados con
suero antihematies de oveja preparado en conejo (hemolisina) en volumen total de 1ml.

El punto critico del sistema esta en la titulacion correcta del complemento y de los demas reactivos que
intervienen, para asegurar que las determinaciones se puedan reproducir cada dia con exactitud.

Si no hay advertencia expresa en contrario, todas las diluciones se hacen en solucion tope isotnica
utilizando solucion salina tope con veronal y acido barbitdrico (SVB), con veronal y &cido clorhidrico (SVC) o
con acido bérico (SSB) (ver apéndices , 2y 3).

La cristaleria debe ser lavada con especial esmero; cuidandose de que no queden restos de detergentes. A
veces es necesario emplear solucion sulfocrdmica y enjuagar varias veces las piezas con agua destilada para
restituirles su transparencia original. Para evitar que el suero y otros reactivos se sequen en la cristaleria, se
sumergiran en agua corriente todos los elementos utilizados (tubos, pipetas, etc.)) inmediatamente después de su
uso.

Estandarizacion de los reactivos.

Los reactivos del sistema hemolitico (hematies, hemolisina y complemento) se estandarizan por el método
espectofotométrico en cubetas calibradas de 10 x 75 mm. (medidas interiores) utilizando un espectrofotémetro
Coleman Jr. 11, modelo 6/20 con adaptador apropiado. Las pruebas diagnésticas de fijacion del complemento se
hacen en tubos de ensayo comunes de 10 x 75 mm. El volumen final de las reacciones es de 1 ml.. Cuando se
omite uno 0 mas componentes, se completan los volimenes a 1 ml. con solucidn salina tope.

Estandarizacién de la suspension de hematies de oveja

Usese sangre de oveja colectada en solucion de Alsever no menos de 5 dias antes y conservada en
refrigeracion.

Se filtra la sangre a través de una gasa y se deposita en un tubo de centrifuga graduado de 40 ml..

Por cada 10 ml. de sangre se obtienen, aproximadamente, 2 ml. de hematies aglomerados, cantidad
suficiente para preparar 70 ml. de una suspension que contenga 6,7 x 108 hematies/ml. (equivalente a la
suspensién al 2,8%).

Se centrifuga la sangre a 1000 x g. (aproximadamente 2000 RPM en centrifuga con cabezal de 30 cm.)
durante 5 min.. Se descarta el sobrenadante, tratando de arrastrar los leucocitos que forman una capa amarillenta
en la parte superior de la columna de hematies. Se resuspende los hematies en sol. salina tope y se repiten los
lavados 4 veces.
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La centrifugacion del 4° lavado se hace por 10 minutos a 1000 x g.. Se determina el volumen de la
columna de glébulos y se calcula la cantidad de sol. salina tope necesaria para hacer una suspension al 3%
aproximadamente.

Se colocan 0,2 ml. de la suspension de hematies en 2 cubetas de 10 x 75 y se agrega a cada una 2,8 ml de
agua destilada. Una vez lisados los hematies, se leen las densidades Opticas contra blanco de agua destilada.
Cuando se emplea el mismo instrumento, el método espectrofotométrico permite obtener los mismos resultados en
pruebas repetidas. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la densidad dptica (DO) de la oxihemoglobina varia
mucho seguln el instrumento que se emplee, aln tratdndose de la misma marca y modelo. Cualquier densidad
Optica recomendada en la literatura debe ser usada solamente como guia. Cada laboratorio debera determinar
experimentalmente la DO para su propio instrumento.

Estandarizacion de la hemolisina

La hemolisina (suero antihematies de oveja) es una mezcla de anticuerpos de alto (1000000) y baja
(165000) peso molecular. Las hemolisinas con preponderancia en anticuerpos de alto peso molecular tienen
mayor capacidad para sensibilizar los hematies para la accién del complemento. Aquellas con predominio de
anticuerpos pequerios son menos eficaces.

Las hemolisinas se preparan inmunizando conejos con hematies de ovejas lavados, o con estromas de
hematies de oveja. La hemolisina preparada segun el Gltimo procedimiento suele tener alta actividad hemolitica y
titulos de aglutinacién bajos, por lo que se prefiere este método. Para titular la hemolisina se prefiere el método de
la meseta, que mide la cantidad de hemdlisis producida por varias diluciones de hemolisina en presencia de una
cantidad limitada de complemento.

La titulacion de la hemolisina se debe hacer cada vez que se prepara un nuevo lote de la dilucién 1:100 y
cada vez que se usa un nuevo lote de células de ovejas. Cuando los resultados se grafican en papel aritmético
milimetrado, la curva mostrara, si hay una concentracién suficiente de hemolisina, que las cantidades crecientes
de hemolisina no producen aumentos significativos del porcentaje de hemdlisis, 1o que constituye una meseta. La
primera porcion de esta meseta representa la cantidad de hemolisina suficiente para una sensibilizacion éptima de
los hematies de oveja.

Preparacion de hematies sensibilizados para las titulaciones de complemento y antigeno y para la prueba
diagnostica.

A un volumen de hematies al 2,8%, se le agrega un volumen de la dilucion éptima de hemolisina y agitese
en torbellino rdpidamente.

Se deja incubar durante 15 minutos a 25 °C.

Titulacién del complemento (en cantidades triples)

El complemento debe titularse cada vez que se realiza la prueba. Para la titulacion, se procede en la forma
siguiente:

1) Se preparan los hematies sensibilizados.

2) Se rotulan 11 tubos de serologia y se colocan en una gradilla.

3) Se prepara una solucidn de complemento 1:40 y de ella, una dilucién 1:400. Se debe usar SVB fria y
mantener la dilucién 1:40 en refrigeracion.

4) Se agregan los reactivos en las cantidades y el orden que sigue:

Titulacién Hemdl.Comp. Bco
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Sol.tope 1,95 1,80 165150 135 120 105 140 14 1,4 2,4
SVB fria
Comp. Dil - - - - - - - 1 1 1
1:40

Comp.Dil 45 6 75 9 105 12 1.35
1:400

Hematies .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 6 6.6
sensib

A) Mezclar bien e incubar 30 minutos a 37 °C
B) Enfriar en bafio de agua fria
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DO .02 .12 24 32 .38 A4 45 .46 45
3 2 6 5
% de 5 27 53 72 85 97 00 00 00 00
Hemol.
Rel. .05 .37 1.15 252 5.7
Y/(100-Y)

5) se agitan los tubos y se colocan en el bafio Maria a 37 °C por 30 min.. Se agitan nuevamente a los 15
minutos de incubacion.

6) Se sacan los tubos del bafio y se sumergen en agua fria para detener la reaccion.

7) Se centrifugan a 1000 x G durante 5 minutos (preferiblemente en centrifuga refrigerada a 4 °C).

8) Se transfieren los sobrenadantes a cubetas 10 x 75 mm. y se hacen las lecturas de la DO en un
espectrofotometro Coleman Jr.

9) Se determina el porcentaje de hemdlisis en cada tubo relacionando su DO con la DO de los tubos de
hemolisis total (tubos 8,9 y 10).

10) Se calcula la relacion Y(100-Y). Se colocan los valores obtenidos sobre el eje horizontal de un papel
logaritmico doble (2 x 2) y sobre el eje vertical, las cantidades correspondientes de complemento al 1:400
utilizado. Se descartan los valores correspondientes a porcentajes de hemdlisis inferiores al 10% o superiores al
90%.

11) Se unen los puntos por medio de una recta y se traza una linea horizontal en el punto que esta linea
intercepta la vertical "1" (10) de papel. Se lee la cantidad de complemento gastado, la que corresponde a una
unidad hemolitica 50%.

12) En las pruebas diagnosticas se emplean 5 unidades.

13) Se determina la pendiente de la linea. Para ello, se mide 10 cm. desde cualquier punto de la linea hacia
la derecha. Sobre el extremo derecho de los 10 cm. se traza una vertical y sobre ella se mide la distancia hasta las
curva de titulacion (recta sobre el papel logaritmico). Este valor debe ser de alrededor de 2 cm. (de 1,80 a 2,20
cm.), lo que equivale a una pendiente del 20%.

Las pendientes mayores del 20% se deben generalmente a error técnico, exceso en la concentracion de
hematies o la fragilidad de éstos.

Titulacién del Antigeno

Para titular el antigeno se hacen diluciones seriadas de un suero inmune especifico contra diluciones
seriadas del antigeno. El volumen total en cada tubo es de 1 ml..

Luego de la titulacion con las diluciones expresadas , se puede hacer un ajuste mas fino estrechando la
relacion entre las diluciones limites satisfactorias.

En la practica se procede de la forma siguiente:

a) Se colocan 0,2 ml. de cada dilucién de sueros en los tubos previamente rotulados.

b) Se agregan 0,2 ml. de cada dilucion de antigeno a los tubos correspondientes que contienen las
diluciones del suero y a los controles del complemento. En el lugar del antigeno, se agregan 0,2 ml. de SVB a los
controles del suero. Se agregan los volimenes apropiados de SVB a los controles del complemento. se agitan los
tubos y se dejan reposar de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente.

c) Se agregan 0,4 ml. de complemento frio que contenga 5 C'H50 a cada tubo con el suero y el antigeno.
Se agregan los volimenes de complemento apropiados a los controles de complemento.

d) Se agitan bien todos los tubos y se colocan en la heladera de 15 a 18 horas.

e) Se sacan los tubos de la heladera y se preparan células sensibilizadas.

f) Se agregan 0,2 ml. de células sensibilizadas cada uno de los tubos de la prueba se incuban en bafio
Maria durante 30 minutos, agitando una vez a los 15 minutos.

Se centrifugan, durante 15 minutos a 600 x g, todos los tubos que no presenten lisis y se lee la DO 6dptica
en el espectrofotometro y/o por comparacion con los patrones de hemadlisis.

h) La dilucién éptima de antigeno es definida como aquella dilucién que produce lecturas de nivel
maximo de fijacion con el antisuero especifico. En la interpretacion de cada titulacion de antigeno, es conveniente
trazar una linea - conocida como la curva de dilucidn 6ptima - que una los puntos finales de 30% de hemolisis
(interpolando, si es necesario) de cada dilucién de antigeno que no tenga actividad anticomplementaria.

Cada lote de antigeno deberia ser titulado con sueros de titulos altos y bajos de anticuerpos. En la practica
se ha observado que para el diagnéstico de la brucelosis, una dilucién de 1:300 del antigeno para la prueba en
tubo de buenos resultados y que los distintos lotes estan siempre alrededor de dicho valor (antigeno particulado de
concentracién final 0,015%).
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Prueba Diagnéstica

1) Se prepara una dilucién 1:5 del suero en SVB en cantidad suficiente para la prueba y los controles. Se
inactiva el suero en esta dilucion durante 30 minutos a 60°C.

2) Después que la dilucion del suero se ha enfriado a la temperatura ambiente, se preparan diluciones
mayores del suero en razén 2 ( por lo general hasta completar cuatro diluciones). Los sueros hiperinmunes
requieren diluciones mayores.

3) Se transfiere 0,2 ml. de cada dilucién a los tubos de prueba y controles correspondientes.

4) Se agregan 0,2 ml. de la dilucién 6ptima d antigeno a los tubos correspondientes de dilucién de suero y
a los controles de complemento. El antigeno debe ser fresco preparado en SVB fria.

5) Se agregan 0,2 ml. de SVB en lugar del antigeno a los controles de suero, y los volimenes
correspondientes de SVB a los controles de complemento.

6) Se preparan con SVB fria la dilucién de complemento que contenga 5 C'H50 en 0,4 ml.. Se mezcla
muy suavemente para evitar la formacién de espuma y se agrega inmediatamente 0,4 ml. a los tubos de la prueba
y al control de 5 C'H50 del complemento. Se agrega 0,2 ml. a los controles de 2,5 unidades y 0,1 ml. a los
controles de 1,245 unidades.

7) Se agitan manualmente las gradillas de tubos para mezclar el complemento. Se incuba la prueba y los
tubos de control a 4 - 6 °C durante 15 - 18 horas.

8) Se prepara el control de los hematies de oveja colocando 0,8 ml de SVB en un tubo seco.

9) Se saca la prueba de la heladera y se agrega 0,2 ml. de células sensibilizadas a todos los tubos,
incluyendo el control de células rojas. Se agitan los tubos para asegurar la suspension uniforme de las células y se
incuba en bafio Maria 37 °C durante 30 minutos (agitar a los 15 minutos).

10) Se sacan las gradillas del bafio Maria y se enfria en bafio de agua helada, se centrifugan todos los
tubos que no muestren lisis completa.

Resumen de los resultados

1) Se leen los controles de complemento por comparacion con los patrones de hemdlisis. Si los controles
de SVB no estan dentro de los limites aceptables, los resultados de la prueba no son validos.

2) El suero se registra como anticomplementario, si los controles de la dilucién menor del suero muestran
menos del 75% de hemolisis. Cuando se encuentra actividad anticomplementaria del suero es necesario tomar una
nueva muestra para esta prueba. Si se ha probado la actividad anticomplementaria del suero en las dos primeras
diluciones, el laboratorista no tiene otra eleccion que informar el suero como anticomplementario. En los casos
especiales en que se establecen fuertes diferencias entre los titulos de fijacion y de actividad anticomplementaria,
se pueden informar como positivos con la reserva de que el titulo es aproximado.

3) Si todos los controles son satisfactorios, se leen los tubos de la prueba por comparaciéon con los
patrones del 20, 30 y 40% de hemolisis. El punto final de las titulaciones de suero es la dilucién mas alta que
muestre el 30% o menos de hemdlisis.

Si bien las pruebas diagnosticas son leidas 0 como positivas 0 negativas a cualquier dilucion, los valores
numéricos que se dan a continuacion pueden ser usados para registrar los resultados en las diluciones de sueros.

Porcentaje de hemolisis Valor numérico
(preferido) (tradicional)
0 4
30 3
50 2
75 1
90 +
100 -

4) En los métodos usuales para informar los resultados de la prueba se aplica cualquiera de estas
procedimientos.

Recomendacion

Se considera conveniente que esta técnica sea utilizada en aquellos establecimientos sin manifestaciones
clinicas de la enfermedad, con un bajo porcentaje de reaccionantes y donde exista una permanencia de titulos 1/25
(25 Ul) a la prueba de 2 Mercaptoetanol, en un numero reducido de animales.
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