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INTRODUCCION

La Brucelosis de los ovinos es una enfermedad infecto-contagiosa producida
por Brucella ovis. La infeccién es de curso cronico y clinicamente, se caracteriza
por la presencia de epididimitis y semen de mala calidad en machos, aborto en
hembras y aumento de la mortalidad perinatal.

A diferencia del resto de las brucellas que pueden afectar a varias especies
animales y al ser humano, B. ovis afecta solamente al ovino y hasta el presente
no se han registrado casos en humanos.

La presencia de B. ovis en una majada produce un impacto negativo en la
rentabilidad de la explotacion debido a:

una caida en la fertilidad de la majada.
un aumento en el descarte de carneros infectados.
acortamiento de la vida reproductiva de los machos.

pérdida de animales de alto valor genético a causa del descarte.
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5. abortos.

6. aumento de la mortalidad perinatal.

7. complicaciones en el manejo a raiz de la presencia de la enfermedad.

8. restricciones en el comercio.

9. menos ingresos por venta de reproductores y germoplasma.

10. pérdidas econdmicas por erogaciones innecesarias en tratamientos,
analisis de sangre y honorarios profesionales.

11. desprestigio de la cabafia 0o establecimiento.




1. ETIOLOGIA

El organismo causal de la enfermedad,
Brucella ovis, fue aislado por primera
vez en Nueva Zelandia por McFarlane
y col. en 1952 a partir de ovejas abor-
tadas.

En 1953, Simmons y Hall en Australia
y Buddle y Boyes en Nueva Zelandia re-
portan simultaneamente la epididimitis
en carneros por B. ovis.

En 1956, Kennedy la reporta por pri-
mera vez en América.

En 1961 Szyfres & Chappel aislan Bru-
cella ovis por primera vez en Argentina,
a partir del semen de un carnero con
epididimitis.

Posteriormente la infeccion por B. ovis
es reportada en casi todas las provin-
cias criadoras de ovinos en Argentina.

Brucela ovis es un cocobacilo pequefio
Gram negativo, no capsulado, que mide
entre 0.7y a 1.2u de largo por 0.5y a
0.7y de ancho. Se tifie de rosado con la
coloracion de Gram y de rojo con la
coloracién de Ziehl Neelsen modificada
por Stamp (Foto 1). (Ver Apéndice 1).

Foto 1: Extendido de semen donde pueden
observarse espematozoides de fondo y puntos color
rojos fuerte correspondientes a Brucella ovis tefiidas
con la coloracion de Stamp.

Crece bien en medios basales como el
tripticasa-soya, agar sangre y agar
columbia, enriquecidos con un 7% a 10%
de suero o sangre en una atmésfera con
un 10% a 20% de Diéxido de carbono y
hasta el presente se ha descripto una
Unica biovariedad.

A diferencia de las brucellas clésicas
(B. abortus, B. melitensis y B. suis)
que son lisas, B. ovis es del tipo rugoso.
Ello se debe fundamentalmente a
diferencias en la conformacion de la
membrana externa de la bacteria y
trae como consecuencias, entre otras
cosas, que los test serolégicos basados
en la aglutinacién como el Rosa de
Bengala, BPA, Aglutinacion en tubo con
2 Mercaptoetanol, etc., no puedan ser
utilizados para el diagnéstico de la
enfermedad en el carnero, pués B. ovis
no genera aglutinacion.




2. PATOGENESIS

Brucella ovis, entra al organismo a
través de las membranas mucosas como
son la mucosa bucal, nasal, conjuntival,
prepucial, etc.

Una vez atravesada la mucosa y si-
guiendo el curso de los linfaticos afe-
rentes, la bacteria llega a los ganglios
linfaticos regionales y de alli, via
sanguinea invade todo el organismo.

Hacia el final del segundo mes post
exposicion, B. ovis desaparece de
ganglios linfaticos y otros drganos
pudiendo ser encontrada principal-
mente en vesiculas seminales, glandulas
bulbouretrales, ampollas de los conduc-
tos deferentes y epididimos.

Cuando B. ovis se establece en los
epididimos, genera una reaccién
inflamatoria caracterizada por edema
perivascular e infiltracion celular del
tejido conectivo. Se produce hiper-
plasia del epitelio de los tubulos epidi-

dimarios y un proceso de metaplasia
conduce a la formacion de vesiculas
intraepiteliales. Los cambios epiteliales
conducen a la extravasacion de
espermatozoides al intersticio cau-
sando una fuerte reaccion inflamatoria
y la formacién de granulomas esper-
méticos en respuesta a la liberacion de
acido micélico por parte de los esper-
matozoides lisados.

Las vesiculas seminales y las ampollas
parecen ser el asiento mas comun de la
infeccion por B. ovis. Esto explicaria
la presencia de carneros positivos a la
serologia de B. ovis, pero sin lesiones
palpables en los 6rganos reproductivos.

En la Tabla 1 se pueden ver datos
obtenidos en Patagonia de 78 carneros
positivos a B. ovis. Solo el 28% de los
carneros positivos demostraron lesio-
nes palpables a la revisacién clinica.

Tabla 1: Presencia de lesiones epididimarias en 78 carneros positivos a Brucella ovis.

Epididimitis
Con lesiones Sin lesiones Total
Serologia (+) a B. Ovis 22 (28%) 56 (72%) 78

Adaptado de Roblesy col, Vet. Res. Comm (1998)

Brucella ovis se puede aislar en carne-
ros a partir de semen, epididimo, tes-
ticulo, vesiculas seminales, ampollas de
los conductos deferentes, glandulas
bulbo-uretrales, higado, rifion, bazo y
ganglios linfaticos regionales. De todos

ellos, la seminal es la via mas impor-
tante de excrecién de la bacteria y de
transmisién de la enfermedad.

El epididimo puede estar totalmente
afectado, pero la situacion mas comun




que hemos visto en Patagonia, es que
esté afectada la cola del epididimo. En
la Tabla 2 se pueden observar los re-
sultados de un estudio realizado sobre

75 carneros naturalmente infectados
con B. ovis, que presentaron lesiones a
la palpacion clinica.

Tabla 2: Distribucién de las lesiones en epididimos de carneros naturalmente infectados con

Brucella ovis

Cantidad %
Cabeza 1 1.3
Cuerpo 3 4
Cola 52 69.3
Cabezay cuerpo 3 4
Colay cuerpo 5 6.6
Epididimo complete 11 14.7

TOTAL 75

Adaptado de Robles y col, Vet. Res. Comm. (1998)

3. ASPECTOS CLINICOS

Usualmente el primer sintoma de la
enfermedad en detectarse a campo es
la epididimitis, sin embargo esto
corresponde a un estadio ya croénico de
la enfermedad.

Los sintomas clinicos iniciales, como son
fiebre, desgano, respiracion agitada e
inflamacién del escroto y su contenido,
pasan generalmente desapercibidos.

No se sabe con certeza cuanto tardan
en aparecer las primeras lesiones
palpables en epididimos en condiciones
naturales de infeccién a campo. Sin
embargo en forma experimental se ha
demostrado, que tréas la inoculacién de
B. ovis via conjuntival, las lesiones
aparecen entre 15y 45 dias, post inocu-
lacion.

Pasado el periodo agudo, las lesiones
palpables que suele generar la enfer-
medad consisten en un aumento del
tamafio y de la consistencia del o los
epididimos, atrofia uni o bilateral de
los testiculos y adherencias entre las
capas vaginal y parietal de la tunica
vaginal.

Si bien los carneros afectados man-
tienen una libido normal, la calidad del
semen generalmente no es buena, pu-
diéndose detectar baja concentracién
y motilidad de los espermatozoides, un
aumento de los defectos de cola y
cabezas y presencia de neutroéfilos.




4. PATOLOGIA

4.1. Patologia macroscoépica

Los cambios patol6gicos en carneros
estan practicamente restringidos al
tracto genital, involucrando principal-
mente los epididimos, los testiculos y
las glandulas sexuales accesorias.

Los hallazgos macroscépicos en una
etapa ya crénica de la enfermedad
consisten en aumento del tamafio de
alguna de las partes del epididimo
(cabeza, cuerpo y/o cola) o bien puede
estar afectado todo el 6rgano con
atrofia testicular y adherencias (Fotos
2y 3).

Foto 2: Aspecto de testiculos y epididimos de un
carnero normal.

L

Foto 3: Aspecto de testiculos y epididimos en un
cargodedtabpaBrucella ovis Puede
observarse el aumento de tamafio de la cola del
epididimo derecho y atrofia del testiculo del mismo
lado.

El epididimo o la parte del mismo que
esté afectada estara aumentada de ta-
mario, firme al tacto y con un contorno
anormal (Foto 4). Al cortar el 6rgano
aparecen abscesos o granulomas con un
contenido cremoso o caseoso y es com-
probable un fuerte aumento del tejido
conectivo intersticial (Foto 5).

Foto 4: Obsérvese el aumento de tamafio, forma
anormal y fibrosis presente en la cola del epididimo
izquierdo.




Foto 5: Cola de epididimo de un carnero con
brucelosis donde pueden observarse granulomas o
abscesos con material cremoso en su interior y un
aumento del tejido conectivo.

Es frecuente el hallazgo de
adherencias entre el epididimo con el
testiculo y la tdnica vaginal, que hacen
que los testiculos no se desplacen
libremente dentro de la cavidad
escrotal (Foto 6).

A nivel testicular los cambios son
generalmente secundarios a aquellos de
los epididimos. La atrofia testicular es
el hallazgo mas comin y es mas severa
en aquellos casos donde hubo gran
cantidad de adherencias (Fotos 3 y 5).

4.2. Patologia microscépica

Las lesiones microscépicas en los
epididimos consisten en edema inters-
ticial con infiltracién de linfocitos y
células plasmaticas. También es
caracteristico de la infecciéon por
Brucella ovis la metaplasia y la
hiperplasia focal del epitelio epididimal
con la formacion de vesiculas intraepi-
teliales con acumulacién de neutrdéfilos
dentro de las mismas (Foto 7).

Foto 6: Adherencias entre las hojas de la tunica
vaginal en un carnero naturalmente infectado por
Brucellaovis.

. 1

tabulos
epididimarios, con presencia de vesiculas en el
epitelio de los mismos y un aumento del tejido
conectivo intertubular.

Foto 7; Al micr

Como resultado del edema intersticial
y cambios en el epitelio se produce un
angostamiento y obliteracion de la luz
del tdbulo epididimal con éstasis esper-
matico dando lugar a la formacién de
granulomas o abscesos espermaticos
(Foto 5). Estos estan conformados por
un nicleo de espermatozoides extrava-
sados rodeados por células epitelioides,
células gigantes y linfocitos. Comun-
mente se desarrolla alrededor del
granuloma un proceso activo de fibro-

SIS.
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Las lesiones microscopicas en las vesi-
culas seminales y ampollas de los con-
ductos deferentes consisten en infil-
tracién de macroéfagos, linfocitos, cé-
lulas plasmaticas y neutrdéfilos dentro

5. EPIDEMIOLOGIA

5.1. Transmisién natural

La infeccién natural por B.ovis se da
solamente en el ovino y principalmente
por la via venérea debido a la actividad
sexual entre machos y hembras, pero
también entre machos y machos.

En nuestros sistemas extensivos de
cria, el contagio se produce basica-
mente en 2 épocas:

a. Contagio en la época pre-servicio
En este caso es una transmision basica-
mente de macho a macho. Aproxima-
damente un mes antes del inicio del
servicio, los carneros entran en celo
desmostrando una alta libido y adop-
tando una serie de actitudes y
actividades homosexuales, como son la
monta entre ellos, olfatearse o lamerse
el prepucio y pene entre ellos, etc.
(Fotos 8 y 9).

Foto 8: Carnero lamiendo el prepucio de otro carne-
ro en la época pre-servicio.

del estroma y del epitelio, y procesos
de fibrosis e hiperplasia epitelial con
vesiculas intra epiteliales, similares a
lo observado en epididimo.

s

Foto 9: Obsérvese la expresion y la forma que toman
labocay ollares del carnero (Flehmen) en la época
del pre-servicio e intento de monta a otro macho.

Es en estos momentos donde por estas
vias la enfermedad se transmite en for-
ma directa entre los machos. Por ello
en cualquier programa de control, es
importante no juntar los carneritos
nuevos que van a entrar a su primer
servicio con el lote de carneros ya
adultos en la época del pre-servicio, ya
que corren un alto riesgo de ser
infectados en esta época.

b. Contagio durante el servicio

La transmisién es de tipo indirecta en
donde una hembra sana actla en forma
pasiva como intermediaria de la
infeccién entre dos o mas machos. El
contagio se produce cuando un carnero
sano monta una oveja sana, que fue
previamente montada por un carnero
infectado, el cual deposit6 en su vagina
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semen infectado. Esto no implica que
la oveja se vaya a enfermar, pués para
que la hembra desarrolle la enfer-
medad, deberia estar prefiada, cosa que
no ocurre durante el servicio.

c. Otras formas de transmision: No
ha sido posible demostrar hasta el
momento la transmision de la enferme-
dad de ovejas infectadas a ovejas sanas
y por ovejas infectadas, de una esta-
cion reproductiva a la proxima.
Tampoco se ha podido demostrar infec-
cién en carneros y ovejas prefiadas que
estuvieron pastoreando en pasturas
contaminadas.

5.2. Infeccién artificial de ovinos con
Brucella ovis

Experimentalmente, Brucella ovis ha
sido transmitida por inoculaciéon endo-
venosa, inoculacion intratesticular e
intraepididimal y subcutaneamente.
También por instilacion de semen
infectado y/o cultivos de la bacteria a
traves de las mucosas bucal, conjuntiva
ocular, la mucosa nasal, mucosa
prepucial, proceso uretral, pene y la
mucosa rectal.

5.3. Susceptibilidad segin diferentes
razas

Respecto a la susceptibilidad de
diferentes razas ovinas a la enferme-
dad, no se han encontrado diferencias
en varias razas como la Suffolk,
Hampshire, Merino, Karakul, Persas y
Doper. Sin embargo Hajdu (1962)
reporta que la incidencia de Brucella
ovis fue més alta en las razas Tsigai y

Valachian que en Merino. Blasco y
Barberan (1990) también observaron en
Espafia una menor incidencia en Merino
y razas derivadas del Merino, que en
otras razas europeas como la Suffolk,
Ile de France y Romanov. En nuestro
pais no se han publicado estudios al
respecto, pero la informacion diagnos-
tica acumulada en nuestros registros
por mas de 20 afios revela que las
prevalencias promedio son mayores en
las majadas Corriedale del sur de Santa
Cruz y Tierra del Fuego que en las
majadas Merino de Rio Negro, Neuquén
y Chubut. Sin embargo al tratarse de
ambientes tan diferentes, no se puede
aseverar que dicho fenémeno se deba
exclusivamente a la raza.

5.4. Susceptibilidad segin la edad

En situaciones de infeccion natural a
campo, Brucella ovis se aisla comun-
mente de carneros adultos con expe-
riencia sexual previa y muy raramente
en animales jévenes. Blasco y Barberan
(1990) después de analizar en Espafia
los datos de 2500 carneros conclu-
yeron que el porcentaje de carneros
infectados con Brucella ovis aumentaba
a medida que aumentaba la edad. Sin
embargo, en un estudio que realizamos
en la provincia de Santa Cruz, donde
se controlaron los 600 carneros de un
establecimiento durante 3 afios pudo
establecerse, que la prevalencia de la
enfermedad no dependia directamente
de la edad, sino més bien de la actividad
sexual y/o libido de los carneros.
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5.5. Susceptibilidad segin el sexo

En opinion de varios autores las hem-
bras son més resistentes a la enferme-
dad que los machos y son los machos
los que difunden la infeccion en el
establecimiento, ya que las hembras,

6. DIAGNOSTICO

A diferencia de lo que ocurre con la
brucelosis bovina, en los ovinos, quien
mantiene la enfermedad es el carnero
y es también quien la transmite dentro
de la majada y de un campo a otro. Por
esta razon el diagnéstico de la
Bucelosis ovina por Brucella ovis se
realiza fundamentalemente en los
machos.

El diagnéstico de infeccidn por B. ovis
en carneros se basa en (1) la revisacién
clinica del aparato reproductor del
carnero (2) el aislamiento de la
bacteria de semen o tejidos y (3) la
deteccién de anticuerpos especificos
contra B. ovis en el suero sanguineo
del animal.

6.1.Revisacion clinica

La palpacion de los 6rganos genitales
externos, permite el diagnéstico de la
epididimitis, que es una de las mani-
festaciones clinicas de la infeccién por
B. ovis. (Fotos 10 y 11).

bajo condiciones extensivas de manejo,
como las que tenemos en Patagonia,
pareciera que son incapaces de

infectar a otros animales adultos de la
majada, ya sea machos o hembras.

Foto 11: Revisacion de la bolsa escrotal y su
contenido: testiculos y epididimos.
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Si bien la técnica es barata y facil de
llevar a cabo, los resultados nunca son
concluyentes debido a que:

a. hay otros organismos como
Actinobacillus seminis, Histophilus
ovis, Corynebacterium spp,
Escherichia coli, Pasteurella spp, etc.,
que también producen epididimitis
palpables.

b. no todos los carneros infectados
desarrollan epididimitis.

c. algunos carneros infectados y con
sintomas a la revisacion clinica, pueden
estar clinicamente normales al prac-
ticarse una nueva revisacion clinica
unas semanas 0 meses mas tarde.

A pesar entonces de que la revisacion
clinica no es muy efectiva para detec-
tar los animales infectados por Brucella
ovis, siempre se debe revisar clini-
camente a todos los carneros al menos
una vez al afio entre uno y dos meses
antes de iniciarse el servicio, ya que
no solo permite detectar a los animales
que presentan epididimitis por diversas
causas infecciosas (entre ellas Bruce-
Ila) sino también detectar otro tipo de
anormalidades de tipo congénito o
adquiridas (criptorquidia, fimosis,
orquitis, abscesos escrotales, balano-
postitis, etc) que también afectan la
salud del carnero y por lo tanto su
eficiencia reproductiva.

6.2. Aislamiento y deteccién de
Brucella ovis en semen y tejidos

a. Bacterioscopia

La tinciéon de improntas de semen o
tejidos con las coloraciones de Gram y
de Ziehl-Neelsen modificada (Stamp)
pueden demostrar la presencia de
cocobacilos pequefios tefidos de rosado
(Gram) o de rojo vivo (Ziehl Neelsen
mod.), lo cual, en forma presuntiva,
puede estar indicando la presencia de
Brucella ovis (ver Foto 1). Con esta
misma coloracion o con la coloracion de
Giemsa x 15 minutos, se puede detectar
la presencia de células inflamatorias en
el semen, basicamente neutrdéfilos
(Foto 12), lo cual si bien no nos identi-
fica ningdn agente causal, nos esta
indicando de que hay una infeccion en
el tracto genital. Por su simplicidad, es
ésta, una técnica que debiera usarse
de rutina en la evaluacion del semen
de carneros donantes en programas de
Inseminacion Artificial o padres de
cabafia antes de iniciar el servicio.
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Foto 12: Extendido de semen tefiido con la Col. de
Ziehl-Neelsen modificada. Obsérvese la presencia
de células inflamatorias tefiidas de violeta oscuro.
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b. Aislamiento de Brucella ovis

La forma méas practica para lograr el
aislamiento de B. ovis, para fines
diagnésticos en carneros es a través
del cultivo bacteriolégico de semen. Sin
embargo un resultado negativo no nos
asegura que el animal no esté infectado
ya que B. ovis se excreta por semen en
forma intermitente.

Una vez extraido el semen en forma
higiénica y con materiales estériles,
mediante el uso de vagina artificial o
un electroeyaculador, las muestras de
semen deben enviarse refrigeradas si
llegan al laboratorio en un plazo no
mayor a las 12 horas. De lo contrario
se recomienda congelarlas y enviarlas
luego bien acondicionadas en conser-
vadora de telgopor con abundantes re-
frigerantes.

Para el cultivo de semen se recomienda
utilizar Agar sangre y en paralelo el me-
dio selectivo de Thayer-Martin modi-
ficado para Brucella ovis (Ver Apéndice
1). La incubacidn se realiza a 37°C en
una atmdésfera conteniendo entre un
10 a 20% de Diéxido de carbono y las

Foto 13: Cultivode Brucella ovis apartir de muestras
de semen, en medio de Thayer-Martin modificado.

placas se deben incubar por lo menos 7
dias (Foto 13).

Cada vez que se comience a trabajar
con brucelosis ovina en un estable-
cimiento o una regién es aconsejable
intentar el aislamiento del agente
actuante para determinar inicialmente
si se trata de B. ovis o de B. melitensis
que también infecta al ovino y en el caso
de ser B. ovis, poder comparar la cepa
aislada localmente, con las cepas inter-
nacionales de referencia.

c. Deteccion de Brucella ovis mediante
otras técnicas

Actualmente hay otras técnicas que si
bien no permiten el aislamiento de la
bacteria viva, permiten determinar su
presencia con bastante seguridad. Una
de ellas es la técnica de Peroxidasa
anti-peroxidasa basada en la reaccién
antigeno-anticuerpo.

La otra técnica y la de mayor auge en
este momento es la llamada «Reaccion
en cadena de la Polimerasa» conocida
mas cominmente por sus siglas en el
idioma inglés como PCR (Polymerase
Chain Reaction). Esta técnica consiste
en la identificacion de una secuencia
especifica del genoma de Brucella ovis
en una muestra (por ejemplo semen) de
un animal infectado (Foto 14).
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Foto 14: Técnica de PCR. En la foto puede obser-
varse un gel con diferentes bandas. Las dos primeras
bandas de la izquierda corresponden aBrucella
abortus y Brucella ovis, mientras que el resto de
las bandas corresponden a otras bacterias gram
negativas.

6.3. Deteccién de anticuerpos contra
Brucella ovis

La deteccion de anticuerpos contra B.
ovis en un animal se realiza a través de
pruebas inmunolégicas o «seroldgicas»
como comunmente se las conoce. Estas
pruebas estan basadas en el hecho de
que si el animal esté infectado, en
consecuencia tiene que haber produ-
cido anticuerpos contra B. ovis, es
decir que se trata de una forma
indirecta de saber si un animal estéa
infectado o no.

Para ello se deben tomar muestras de
sangre de los animales, extraer el
suero, congelarlo y enviarlo al labora-
torio junto con los datos del animal.

En razén de que B. ovis tiene una
membrana externa diferente a las
demaés brucelas, las técnicas serol6-
gicas usadas para el diagnéstico de la
brucelosis bovina o caprina, no sirven
para su aplicacién en el diagndstico de
Brucella ovis en el carnero.

Para esta enfermedad las pruebas
seroldgicas mas usadas han sido la Fija-
cion del complemento y la Inmunodifu-
sion en gel de agar con antigenos
especificos para Brucella ovis.

Actualmente la prueba de eleccién es
el test de Elisa indirecto (Foto 15) , el
cual ofrece no solo una mejor sensi-
bilidad y especificidad que las pruebas
anteriores, sino que tiene una serie de
ventajas como son: lectura totalmente
objetiva pués se realiza con un espec-
trofotometro (Foto 16), se utilizan
cantidades minimas de reactivos y de
suero, parte o toda la técnica se puede
automatizar permitiendo procesar una
mayor cantidad de muestras por dia,
en cada placa siempre van incluidos 3
sueros controles, lo que otorga una gran
seguridad sobre la marcha de la prueba
y los resultados obtenidos, etc.
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Foto 15: En la foto puede observarse una placa de
Elisa con los resultados a la vista. La primera fila de
la izquierda, corresponde a sueros controles
colocados por duplicado y el resto corresponden a
sueros problemas, donde a simple vista pueden verse
sueros positivos aBrucellaovis, elloindicado por
un color verde oscuro de la muestra.

16




=
Foto 16: Lector de Elisa que se utiliza para leer las
placas de Elisa, lo cual permite obtener una lectura
objetiva y cuantificada de los resultados.

Por la facilidad de obtener la muestra
y la rapidez relativa de ejecucion de
los andlisis, el diagnostico seroldgico es
el mas usado para diagnosticar la
enfermedad a campo y es la herra-
mienta béasica usada para el control de
la enfermedad.

Obtencion de suero sanguineo para el analisis serolégico de Brucella ovis

Es importante conocer algunas precau-
ciones que deben tomarse, a fin de que
las muestras sean debidamente extrai-
das, identificadas, conservadas y envia-
das para su analisis.

Las muestras de sangre deben
extraerse en forma cuidadosa obser-
vando una serie de factores cuales son:
temperatura del tubo al momento de
extraer la muestra, calibre de la aguja,
que tanto agujas, como jeringas y tubos
estén perfectamente limpios y secos,
etc.

Es importante que las muestras de
suero lleguen al laboratorio libres de
hemdlisis, autdlisis y/o putrefaccion,
pués en esas situaciones, los resultados
no seran confiables.

Son causa de hemodlisis:

* Aspiracién vigorosa con jeringa

* Jeringa, aguja o tubo mojados

* Tubos mal lavados y/o mal
enjuagados

* Tubos muy frios

* Agitacion del tubo con la sangre

a. Preparaciéon del material

Los tubos de vidrio deben estar perfec-
tamente limpios. Lo ideal es recolectar
la sangre en tubos que luego puedan ser
centrifugados, en caso de que el
coagulo no se despegue naturalmente.
Para el lavado recomendamos dejar el
material en remojo por un dia en
lavandina, luego lavar con agua y
detergente, enjuagar varias veces con
agua de canilla hasta que no queden
restos de detergente (espuma) y dar
un altimo enjuague con agua destilada
0 desmineralizada si fuera posible.
Dejar escurrir los tubos boca abajo en
una gradilla a temperatura ambiente
hasta que estén totalmente secos.
Colocar tapén de goma y rotular con
etiqueta autoadhesiva o cinta de
enmascarar. Para escribir los tubos de
sangrar o tubitos de suero, recomen-
damos hacerlo con marcador indeleble
color negro y de trazo grueso.

b. Técnica de sangrado

Con el carnero de pie y utilizando un
rincon del corral, se lo encaja de nalgas
en el mismo, se lo toma por la cabeza y
se la levanta levemente hacia arriba y

a la derecha (Foto 17). 17




Foto 17: Técnica para la extraccion de sangre, de
la vena yugular, con el carnero en pie.

El operario se coloca en cuclillas delan-
te del carnero y munido de un tubo de
sangrar y una aguja hipodérmica 50 x
20 o0 16G x 2, sangra al animal (Foto
17).

Para introducir la aguja en la vena es
necesario comprimir con la mano
izquierda la vena yugular a nivel de la
entrada del pecho y esperar que la
misma se ingurgite.

Luego, con los dedos mayor y anular de
la mano derecha se palpa la zona hasta
que se detecta la vena tensa y en ese
momento y sin disminuir la presién que
estamos ejerciendo sobre la vena,
procedemos a clavar la aguja, con el
bisel hacia arriba.

Una vez que atravesamos la vena,
dejamos correr el primer chorrito de
sangre y luego recién colocamos el tubo
para juntar la sangre. El tubo debe
mantenerse inclinado para que la sangre
deslice por un costado del mismo a fin
de que el suero no se hemolice ni forme
espuma.

Antes de tomar la muestra de sangre, el
tubo tiene que estar tibio. Para ello es
recomendable tener los tubos en una caja
de telgopor con una bolsa de agua
caliente en su interior e ir sacandolos de
a uno. Llenar el tubo de sangre en sus 2
(dos) tercios y evitando movimientos
bruscos, volver a colocar en la gradilla
dentro de la caja de telgopor con la bolsa
de agua caliente, cuidando que esta
Ultima no toque los tubos, porque en ese
caso la sangre se «cocinaria».

Se recomienda usar una aguja por
animal. Lo ideal son las descartables,
pero si usa las de metal, recuerde que
entre un animal y otro debe desin-
fectarlas cuidadosamente con una solu-
cion de desinfectante. Se recomiendan
los productos a base de lodo-povidona.
Para un enjuague efectivo, acoplar una
jeringa y realizar varias aspiraciones
de la solucidn, y expirar con fuerza para
lograr el arrastre de restos de sangre
coagulada y/o fibrina en el interior de
la aguja.

c. Obtencion, acondicionamiento y
conservacion del suero

Tras unas horas de reposo a temperatura
ambiente (> de 22°C) y una vez que el
coagulo se ha retraido, liberando el
suero, separar el suero en un tubito
plastico lo antes posible (maximo 24
horas de extraida la sangre) y congelarlo
a -20°C hasta su envio al laboratorio. De
lo contrario el suero entra rapidamente
en descomposicién y los resultados no
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seran confiables. Si algin tubo no di6
suero o el mismo esté turbio o sangui-
nolento, se puede obtener suero o
clarificar el mismo, centrifugando el
tubo a 1500/2000 rpm por 15 minutos.
Enviar los sueros congelados en
conservadora de telgopor entre dos o
mas capas de refrigerantes o conge-
lantes.

d. Envio de las muestras al laboratorio

Enviar preferentemente entre lunes y
jueves. Una vez enviadas las muestras,
sugerimos avisar por fax, teléfono o
mail el nombre del transporte por el
que fueron enviadas las muestras, que
dia fueron despachadas y el nimero de
la guia de envio (Factura), a fin de que
el laboratorista pueda reclamar la
encomienda en el transporte sin que se
generen dudas.

6.4. Recomendaciones generales para
el Diagnéstico de B. ovis

No hay ninguna manera conocida hasta
el presente que permita en un solo
muestreo poder detectar el 100% de
los carneros infectados a Brucella ovis.
Ello se debe a una serie de factores:

a. No existe ninguna prueba clinica,
seroldgica ni bacterioldgica que tenga
un 100% de sensibilidad (habilidad de
una técnica de detectar como positivos
a todos los animales infectados) ni
100% de especificidad (habilidad de una

técnica de detectar como negativos a
todos los animales sanos).

b. Hay carneros infectados que nunca
van a demostrar anticuerpos y por lo
tanto van a ser negativos a la serologia.

c. Hay carneros infectados que no
siempre expulsan brucellas en el semen

d. Hay carneros infectados que nunca
van a desarrollar lesiones en epididimo
y/0 testiculo.

e. Hay animales que al momento del
muestreo, han sido recientemente in-
fectados, quiza el dia anterior, y por
lo tanto no tienen ni lesiones, ni anti-
cuerpos antibrucella.

f. Quedan carneros en el campo que
faltan al muestreo y entre ellos puede
haber carneros infectados, que
seguiran manteniendo la infeccion. Por
ello es importante tenerlos todos
caravaneados y emplanillados, para
poder controlar que estan todos en
cada muestreo.

A partir entonces de esta realidad, es
importante dejar asentado que a pesar
de que en un chequeo saquemos de la
majada todos los animales que dieron
un resultado positivo o tenian lesiones,
siempre nos estaran quedando animales
infectados que las pruebas no
detectardn en ese momento y por lo
tanto habra que establecer un
calendario con varios muestreos
perioddicos para lograr eliminar, en el
tiempo, todos los carneros infectados
de la majada.
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7. VACUNAS

La vacunacion es el método mas eco-
némico y préactico para controlar la
i nf ecci On porBrucella ovis en los sis-
temas extensivos de cria, donde no es
facil juntar periédicamente los anima-
les para sangrado y control y donde los
servicios veterinarios y de laboratorios
de diagndstico son escasos, como seria
el caso de las areas extra-pampeanas
de nuestro pais.

Los estudios sobre vacunas para
Brucella ovis, comenzaron en Nueva
Zelandia donde Buddle (1956 y 1957)
después de realizar varios estudios de
campo concluy6, que el Unico proce-
dimiento que conferia una proteccion
significativa era inocular a los carne-
ritos jévenes simultaneamente con una
vacuna preparada con Brucella abortus
cepa 19 para bovinos y una vacuna en
base a una cepa de Brucella ovis muerta
en una emulsion de aceite mineral.
Posteriormente, Claxton (1968) obtuvo
similares resultados al evaluar 2
vacunas a germen muerto, disponibles
en Australia.

Pinochet y col. (1987) obtuvieron
buenos resultados usando una vacuna
comercial disponible comercialmente
en Chile en base a B. abortus cepa 45/
20y aun tercio de la dosis para bovinos.

En Sud Africa, Van Drimmelen (1960)
evalu6 varias vacunas en base a B.
abortus cepa 19, otra a B. melitensis
REV 1 y una de B. melitensis a germen
muerto y expuso a los animales a una
infeccién experimental. La Unica que
otorgd un 100% de proteccion fue la B.
melitensis REV 1. Resultados similares

fueron obtenidos luego por Van
Heerdeny Van Rensburg (1962) en Sud
Africa, Garcia Carrillo (1981) en
Argentina, Fensterbank y col. (1982)
en Francia y por Blasco y col. (1987) en
Espafia. Todos los autores coinciden en
que lo mas recomendable es vacunar
entre el destete y los 5 meses de edad.

La vacuna Brucella melitensis REV I
€s una vacuna a germen vivo atenuado
desarrollada por Elberg y cola-
boradores entre 1953 y 1955 en
California para su uso en ovinos y
caprinos. Es estable y tiene escasa
virulencia para los animales, pero es
patégena para el ser humano si éste
llegara a inocularse accidentalmente.

Si bien ha demostrado proteger contra
la infeccion por Brucella ovis, tiene
algunas desventajas como ser la de pro-
ducir anticuerpos indistinguibles de los
producidos por la infeccion natural,
acarreando confusién en el diagnéstico
seroldgico de la enfermedad (Garcia
Carrillo, 1981; Claxton, 1968; Blasco y
col. 1987). Sin embargo trabajos més
recientes de Fensterbank y col (1982)
ydeMrinycd. (1990)con la vacuna
REV 1, demostraron que esto se solu-
cionaba vacunando los carneritos
jovenes usando la via conjuntival en vez
de la via inyectable.

En la actualidad la vacuna Brucela
melitensis REV 1 es la vacuna de elec-
cion para la prevencion y control de la
brucelosis ovina.
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Sin embargo ni la vacuna Brucella
melitesis REV I, ni ninguna otra vacuna,
ha sido aprobada en nuestro pais para
ser usada en el control de la brucelosis
ovina por Brucella ovis, lo cual nos priva
por el momento de utilizar esta herra-
mienta para el control de la brucelosis.

Ello nos obliga a trabajar en el control
de la enfermedad mediante las otras
herramientas disponibles cuales son el
diagnéstico, el descarte de los animales
positivos, cambios en el manejo de los
carneros, que si bien permiten el con-
trol de la enfermedad son mucho mas
caras y dificiles de implementar en
nuestros sistemas extensivos de cria.

8. PREVENCION Y CONTROL DE LA BRUCELLOSIS

La primer recomendacién para cual-
quier productor de ovinos, es realizar
un sangrado de todos los carneros y
retajos para saber si tiene la enfer-
medad en el campo. Si tiene la enferme-
dad, sugerimos comenzar con un plan
de control y si esta libre de ella imple-
mentar un plan preventivo para evitar
ingresar la enfermedad al estable-
cimiento.

8.1. Plan preventivo para evitar ingre—
sar la enfermedad en un estable-
cimiento libre

Como dijimos anteriormente, al no
tener la posibilidad por el momento, de
usar vacunas para inmunizar y proteger
a nuestros animales contra la enfer-
medad, la prevencion béasicamente la
tenemos que realizar mediante (1)
medidas de manejo para evitar el
ingreso de la enfermedad a nuestro
establecimiento a través del ingreso de
un animal infectado y (2) estar atentos
a cualquier signo que pueda estar
indicando que entr6 la enfermedad a
la majada, de tal manera que podamos
detectarla en forma temprana y no

cuando la enfermedad ya se haya
distribuido al resto de los carneros.

Para ello podemos sugerir:

a. Mantener el total de los carneros
y retajos perfectamente identifica-
dos, si es posible con doble caravana y
mantener una planilla con el listado
actualizado de carneros y retajos.

b. Anualmente, antes del servicio re-
visar clinicamente la totalidad de los
carneros en busca de lesiones epi-
didimarias y testiculares.

c. Anualmente entre las 6 y 8 semanas
de finalizado el servicio, sangrar la
totalidad de los carneros y retajos
para realizar los analisis de Brucella
ovis.

d. Mantener en buen estado el alam-
brado perimetral del campo para que
(a) no ingrese ningln animal de un
campo vecino que pudiera estar
infectado (b) para que no se escape un
animal nuestro a un campo vecino,
donde se puede infectar y luego volver
a nuestro campo ingresando la
infeccion.
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e. Cuarentena de cualquier carnero que
vayamos a comprar. Por ser la brucelo-
sis ovina una enfermedad cronica, la
Unica forma de estar seguros de que el
animal que vamos a comprar esta libre
de brucelosis, es que provenga de un
establecimiento certificado como
«libre de brucelosis» . Como en nuestro
pais no hay aun establecimientos certi-
ficados como «libres de brucelosis» no
podemos contar con esta posibilidad.
Entonces lo que nos queda por hacer
es que al comprar un reproductor de
cualquier establecimiento vendedor,
sometamos al animal o animales a un
proceso de cuarentena. La cuarentena
para esta enfermedad consiste en
revisar clinicamente y realizar andlisis
seroldgico contra Brucella ovis del
animal que vamos a comprar. Si el resul-
tado de ambas pruebas fuera negativas,
llevar el carnero a nuestro estable-
cimiento y mantenerlo por el término
de 4 a 6 semanas en un corral aislado
del resto de los carneros. Pasados los
30 dias del primer sangrado en el
establecimiento de origen, se procede
a una segunda revisacién clinica en
busca de lesiones testiculares o
epididimarias y a un nuevo sangrado. Si
ambas pruebas resultan nuevamente
negativas, recién alli procedemos a
darle entrada oficial a dicho animal al
establecimiento y comenzar a usarlo.
De todas maneras, debe quedar claro
que con la cuarentena, lo que hacemos
es disminuir las chances de que el
animal esté infectado, pero nunca
lograremos el 100% de seguridad de
que no esté infectado, ya que ello solo
se puede obtener, como dijimos antes,
cuando compramos en un estable-
cimiento «certificado oficialmente
como libre de brucelosis ovina».

f. Cualquier reproductor que salga de
nuestro establecimiento, ya sea a una
exposicién rural o prestado a otra ca-
bafia o establecimiento para servicio
a corral o para extraccion de semen,
etc, al reingresar a nuestro campo,
deberia pasar por el sistema de cua-
rentena como ya se explicd anterior-
mente.

8.2. Plan para controlar la Brucelosis
ovina en un establecimiento infectado

Al igual que en el caso anterior al no
disponer de una vacuna que pueda ser
usada para inmunizar los animales y de
esta manera poder interrumpir la
transmision de la enfermedad, para el
control entonces de la enfermedad a
nivel predial debemos recurrir a otras
herramientas sanitarias y de manejo y
a la identificacion y descarte de los
animales infectados.

Para ello podemos sugerir:

a. Mantener todo el lote de carneros
perfectamente identificados, si es
posible con doble caravana y mantener
una planilla con el listado actualizado
de carneros y retajos. Boquear a todos
los animales y registrar la edad. Es
imprescindible tener todos los carneros
y retajos caravaneados, de tal manera
que (1) se los pueda identificar correc-
tamente, y (2) poder controlar en los
sucesivos muestreos que se vayan rea-
lizando, que siempre estén todos los
carneros y retajos. Este es un tema de
méxima importancia, ya que si quedan
algunos carneros en el campo, puede
haber entre ellos animales infectados
que mantendran la enfermedad y seréan
fuente de contagio para los animales
sanos.
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b. Mantener en buen estado el
alambrado perimetral del campo para
que (a) no ingrese ningln animal de un
campo vecino que pudiera estar
infectado (b) para que no se escape un
animal nuestro a un campo vecino,
donde se puede contaminar y luego
volver a nuestro campo ingresando la
infeccion.

c. Establecer un calendario de revisa-
ciones clinicas con sangrados que debe-
ran iniciarse entre 6 a 8 semanas de
finalizado el servicio y repetirse cada
60 dias hasta bajar la prevalencia a los
valores deseados o erradicacion de la
enfermedad, segln el objetivo de
trabajo que se haya consensuado con
el propietario de los animales.

d. Las actividades a desarrollar en los
muestreos consistirdn en revisar
clinicamente y sangrar la totalidad de
los carneros y retajos. Una vez que se
tengan los resultados de ambos andlisis
(clinico y serolégico) descartar inme-
diatamente todos los animales que ha-

yan presentado lesiones a la revisacion
clinica, todos aquellos que hayan
resultado positivos a la serologia de
Brucella ovisy todos aquellos que hayan
resultado positivos a ambas cosas:
presencia de lesiones y serologia
positiva.

e. Los animales para descartar deben
ser apartados y mantenidos en aisla-
miento, hasta tanto se los saque del
establecimiento con destino a faena en
matadero o frigorifico o a consumo
dentro del mismo establecimiento, lo
antes posible. Es importante aclarar
que el consumo de carne de animales
infectados por Brucella ovis no genera
ningln riesgo para la salud humana.
También es importante tener en cuenta
que con la castracion de los carneros
infectados, no se evita que éstos
continden infectados o transformados
en retajos, en razon de que la infeccién
no solo estd en los epididimos y
testiculos, sino que también estd en
vesiculas seminales, conductos defe-
rentes, ganglios, etc.

9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES FINALES

1. Segln el nuevo cédigo de la OIE, la
brucelosis de los carneros por Brucella
ovis, es una enfermedad de declaracién
obligatoria a nivel internacional por lo
que seria importante comenzar a pre-
ocuparnos por esta enfermedad y di-
fundir el control de la misma.

2. La Brucelosis ovina esta presente y
ampliamente distribuida en el pais y con
prevalencias altas en muchas regiones,
como es la Patagonia, donde se estima
que entre el 8% y 10% de los carneros
estén infectados, habiéndose detecta-

do establecimientos con hasta el 60%
de los carneros infectados.

3. Las pérdidas econémicas son impor-
tantes por el descarte de carneros
valiosos, baja sefialada y por complicar
el comercio de reproductores, semen
y embriones.

4. Son muy pocos aln, los estableci-
mientos que llevan adelante un progra-
ma de control de la enfermedad. En
este sentido, las cabarfias y todos aque-
llos establecimientos vendedores de
carneros, debieran liderar la campafia.

23




5. Seria deseable contar a futuro con 6. Es necesaria una mayor difusién
una legislacion adecuada que permita entre productores y veterinarios priva-
(1) el uso de vacunas para la dos, sobre los principales aspectos de
prevencién de la enfermedad y (2) la enfermedad, su diagnéstico y como
poder certificar los establecimientos controlarla.

saneados, como libres de Brucelosis.

El INTA Bariloche, ofrece asistencia técnica y entrenamiento a todos los
veterinarios que quieran llevar adelante un programa de Prevencion y/o con-
trol de la Brucelosis ovina. Asimismo, brinda un servicio de diagnostico de
laboratorio que incluye la realizacion de cultivos bacterioldgicos para aisla-
miento de Brucella ovis, y analisis serolégicos mediante el test de Elisa
indirecto, convenientemente estandarizado.
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APENDICE 1: Técnicas de laboratorio para Brucella ovis

Medio de Thayer-Martin modificado para el aislamiento de B. ovis
(Foérmula utilizada en el INTA Bariloche - Robles, 1995)

Componentes del medio

- Agar Brucella o Agar Columbia ( c.s. para 1 litro de medio de cultivo final)
- 7% de Sangre estéril con anticoagulante
- Mezcla de antibi6ticos*

* M ezcla de antibi6ticos

Codigo Antibidticc Parallitro Preparacion
demedio
SigmaNo. V-2002 | Vancomicina 3mg Resuspender cadauno en 1 ml de
SigmaNo. C-1511 | Colistina 7.5mg Metanol al 50% en agua destilada
SigmaNo. N-3503 | Nistatina 22mg estéril
. . . Resuspender en 1 ml de
SigmaNo. N-7878 | Nitrofurantoina 10mg Hidréxido de sodio 0.1 molar

Ref: J.D. Thayer, J.E. Martin (1964) A selective medium for the cultivating of N. gonorheae and N. meningitidis.
Publ. Health Dpt. U.S., 79 :49.

Coloracion de Ziehl Neelsen, modificada por Stamp para Brucella

Ref: 1) Brucelloses Animales- Techniques de laboratoire. Garin-Bastuiji, B. y Trap, D. Editions
C.N.E.V.A,, 1990. France.

2) Stamp; Mc Ewen; Watt; Nisbet (1950). Enzootic abortion in ewes. Vet Rec, 62 :251-254.
Técnica

1. Secar las improntas o frotis de semen y fijarlos a la llama

2. Tedir por 15 minutos con una solucion de carbol fucsina diluida en agua destilada 1:5
en el momento de usar.

3. Lavar en agua corriente

4. Diferenciar con Acido acético al 3% por unos 30 segundos

5. Lavar rapidamente en agua corriente

6. Contrastar con Azul de metileno al 1% por 1 a 2 minutos

Interpretacién: Las brucellas se veran como pequefios coco-bacilos color rojo fuerte.
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APENDICE 2: Planilla para el envio de informacion y sueros al

laboratorio
|NT A PLANILLA PARA ENVIO DE INFORMACION Y SUEROS A LABORATORIO PARA

BRUCELLA OVIS

Establecimiento: Veterinario:

Propietario: Matricula:

N° Renspa: Dir postal:

Localidad: Localidad:

Departamento: Tel:

Provincia: E-mail:

Fecha de extraccion de las muestras:
Fecha de envio al laboratorio:

N° Tubo |Caravana| Diente Raza

Rechazo-Observ Causa del rechazo

Lugary fecha:

Firmay aclaracion de firma
Veterinario
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