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1. Introduccidn

La brucellosis es una enfermedad infecciosa, muy contagiosa causada por
microrganismos del género Brucella. Afecta a numerosas especies animales causando
en estas principalmente problemas de caracter reproductivo. Brucella melitensis (B.
melitensis) es el agente etioldgico de la brucelosis ovina y caprina. Se caracteiza por ser
altamente patogénica para el hombre siendo responsable por una de las zoonosis mas
graves en el mundo (Cutler et al., 2005; Benkirane, 2006) y ademas es responsable por
elevadas pérdidas economicas (Cloeclaert et al., 2004; Blasco, 2006). Esta enfermedad
presenta una distribucion mundial (Aldomy et al., 1992; Radostits et al., 2000) con
diferente presentacién en funcion de las medidas de lucha que se vienen aplicando
desde hace afos. En los paises de la cuenca mediaterranea (Portugal, Espafia o Francia
entre otros) la presentacion de la brucelosis en pequefios rumiantes presenta un caracter
enzootico.

2. Etiologia

El agente etioldgico responsable por la brucelosis ovina y caprina es B. melitensis si bien
en el caso de los ovinos puede tambien ser causada por B. ovis aunque en menor
medida. Raramente, se han descrito casos de brucelosis en pequefios rumiantes
causados por B. abortus o B. suis (Grill6 et al., 1999; Kirovski et al., 2005).

Taxonomicamente, el género Brucella pertence al Reino Bactéria, Philum Proteobacteria,
Classe Alphaproteobacteria, Subdivisdo a2 (alfa 2), Ordem Rhizobiaeceae, Familia
Brucellaceae (Garrit, 2001; Moriyon et al., 2002). ElI género Brucella incluye las
subespécies B. melitensis con sus tres biovares, B. abortus con 7 biovares, B. suis con 5
biovares, B, canis, B. ovis y B. neotomae, esta Ultimas divididas en funcion de sus
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caracteristicas metabdlicas, antigénicas y culturales (Blasco, 2001b). Si bien, en funcion
de los test de hibridacién de DNA/DNA, el género puede ser monoespecifico (Gandara et
al., 2001), no obstante, y a efectos practicos, se sigue utilizando la anterior
denominacion. Actualmente el género Brucella incluye seis especies siendo B.
melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ovis e B. neotomae. Las 4 primeras son
patogénicas para el hombre (Pessegueiro et al., 2003). Ademas, B. melitensis, B.
abortus, B. suis e B. neotomae se encuentran normalmente en la forma lisa mientras que
B. ovis y B. canis solo se han encontrado en la fase rugosa (Fox et al., 1998).
Recientemente se han aislado nuevas especies en mamiferos marinos (B. maris, B.
cetaceae, B. pinnipediae) que ademas pueden presentar caracteristicas zoonoéticas
(Clavareau et al., 2002, Aleixo et al., 1999, Cloeckaert et al., 2001b).

3. Caracteristicas microbioldgicas

Brucella puede presentarse de forma cocoide, cocobacilar o en forma de un pequefio
bacilo ligeramente curvado de 0,6 a 1,5 um de largo y entre 0,5 a 0,7 um de ancho (Alton
et al., 2002). Normalmente aparecen aisladas aunque de forma poco frecuente se
pueden encontrar en pares o en pequefos grupos (Holt et al., 1994).

Brucella spp. Es una bacteria gram-negativa, inmovil, la cual no forma, esporos, flagelos
o pilli (Redkar et al.,, 2001) ademas de no producir capsulas verdaderas (Holt et al.,
1994). Desde el punto de vista de su coloracién, poseen cierta resistencia a la tincién con
acidos débiles. Adquieren un colo rojo cuando son tefiidas por el método de Ziehl-
Neelsen modificado por Stam et al. (1950), por el método Macchiavello o por el método
modificado de Koster, constituyendo en este Gltimo caso una excepcion para B. ovis
(Corbel et al., 1984; O.I.E, 2008). A pesar de la ultraestructura de bacterias del género
Brucella ser muy parecida a otras bacterias gram-negativas, existen diferencias muy
significativas con la familia de las Enterobacteriaceae (Moriyon et al., 1998).

3.1 Cultivo

En médio sdlido especificos, las colonias de Brucella son visibles en 48 horas. Después
de 4 dias de incubacion, las colonias son redondas con 1 a 2 mm de didmetro, con
margenes lisas (S) transltucidas de color amarillo palido o convexas y de color perla
blanco (Dokuzoguza et al., 2005). Posteriormente se vuelven mayores y ligeramente mas
oscuras. Las formas no lisas pueden ser rugosas (R) o mucosas (M), presentandose
como colonias ligeramente mayores que las formas S, con una superficie mas granulosa
y viscosa. El color cambia de blanco-mate o blanco amararillo a marron, a la luz reflexiva
0 transmitida. Las colonias M son generalmente mucho mas trasparentes que las
colonias S, siendo semejantes en el color y la opacidad a las colonias R, pero con textura
pegajosa. Su crecimiento es lento, particulamente en cultivos recientes, no siendo visible
antes de los dos o tres dias (Dokuzoguza et al., 2005).

3.2 Caracteristicas de crecimento

Las bactérias del género Brucella son aerdbicas aunque algunas cepas requieren una
atmésfera que contenga entre un 5y un 10% de dioxido de carbono para su crecimiento,
principalmente en el primer aislado. El pH Optimo de crecimiento varia de 6,6 a 7,4,
siendo la temperatura ideal entre 36 °C a 38 °C aunque la mayoria de las cepas pueden
crecer en un rango situado entre los 20°C y los 40 °C (Holt et al., 1994).
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3.3 Antigenos

El antigenio principal de la pared celular es el lipopoilisacarido (LPS) responsable por la
respuesta humoral. En las cepas rugosas de brucella, el LPS es semejante al de las
cepas lisas pero no posee la cadena O, o posee solo alguno de sus residuos
(Fernandez-Prada et al., 2001). EI LPS comprende la mayor superficie de antigénios de
la correspondiente fase de la colonia asociada a la aglutinacion.

3. 4 Bioquimica

El metabolismo de Brucella es oxidativo siendo que no poseen la capacidad de acidificar
medios de cultivo con carbohidratos en los test convencionales (excepto para B.
neotomae). Las especies de Brucella son catalasa positiva, generalmente oxidasa
positiva, e reducen nitratos a nitritos (excepto B. ovis y algunas cepas de B. canis).

La produccion de H,S y la actividad ureasa es variable. Para su crecimiento, Brucella
necesita de biotina, tiamina e nicotiamida. El crecimiento es mejorado con la adicion de
suero o0 sangre, aunque la hemina (factor X) y la adenina-nicotiamida dinucleétido (NAD)
no son necesarios. El crecimiento de la mayor parte de las cepas de brucela son inibidas
en medios que contengan sales biliares, telurito e selenito. Brucella no produce indol ni
acetilmetil-carbinol. Presenta una reaccion negativa al rojo metilo y no libera o-nitrofenol
de o-nitrofenol 3-D-galactose (Collins et al., 1985). No crece en medio de citrato y lo hace
escasamente em medios liquidos, a no ser que estos sean vigorosamente agitados (Holt
et al., 1994).

3.5 DNA y sintesis proteica

Relativamente a la composicién del DNA, todos los miembros del género tienen un
contenido homogéneo de bases, entre un 55% a un 58% moles de guanina y citosina
(Moriyon et al., 2002). En el genoma no existem plasmideos ni fagos y no se verifican
evidencias de tranferencia de material genético in vivo pudiendo, aun asi, manter una
amplia gama de plasmidos del hospedador (Michaux-Charachon et al., 2002).

3. 6 Diferenciacién de de especies e biotipos

Los test diferenciales incluyen la exgencia de diéxido de carbono, produccion de sulfito
de hidrogénio, test de la ureasa, tolerancia a los colorantes (fucsina basica y teonina) y
aglutinacién con sueros monoespecificos (Marin et al., 2002). Otros test incluyem la
tolerancia a antibiticos, la lisotipia o tipificacion fagica (Corbel et al., 1984). En cultivos
frescos, Brucella es sensible in vitro a la gentamicina, tetraciclinas y rifampicina. Ademas,
la mayoria de las cepascepas también es sensible a los siguientes antibioticos:
ampicilina, cloranfenicol, cotrimoxazole, eritromicina, canamicina, novobiocina,
espectinomicina y estreptomicina aunque la sensibilidad puede ser variable segun la
especie, biotipo y/o estirpe (Baykam et al., 2004, Marin et al., 1996a).

La mayoria de las cepas son resistentes a B-lactamicos, cefalosporinas, acido nalidixico,
anfotericina B, bacitracina, clindamicina, lincomicina, nistatina y vancomicina en
concentraciones terapeuticas (Xiu-li et al.,, 2013). Teniendo en cuenta su gana de
hospedadores, pueden clasificarse en 6 grupos, aunque algunos autores solo consideren
5 (Corbel et al., 1984).
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4. Epidemiologia
4.1 Especies susceptibles

El género Brucella infecta a las siguientes espécies: bovinos, ovinos, caprinos, suinos,
caballos, mula, perros, gatos, conejos, alces, bufalos, venados, corzos, renos, llamas,
javalis, cabras montesas, zorros, hurones, gacelas, liebres, ratones, hamsters, 0sos,
lobos, caribus y un grande numero de aves como perdizes, codornizes y especies
migratorias (Ocholi et al., 2004; Zarnke et al., 2006). Brucella melitensis puede afectar a
la mayoria de los animales domésticos aunque los ovinos y los caprinos, especialmente
los de explotaciones lecheras, son los mas susceptibles. Los ovinos, al contrario que en
los caprinos, presentam una receptividad varible de acuerdo con las razas. Los caprinos
son los hospedadores clasicos de B. melitensis mientras que los ovinos son los
hospederos preferenciales (Garin-Bastuji, 1993).

Los ovinos son sensibles principalmente a B. melitensis aunque tambien a B. ovis. Si
bien, han sido descritos casos esporadicos de brucelosis en ovinos y caprinos por B.
abortus e B. suis (Estein et al., 2003; O.I.E., 2008). Los perros utilizados en el pastoreo
de rebafios de pequefios rumiantes infectados, también se encuentran frecuentemente
infectados (Memish, 2001) Asi, los perros, gatos y otros carnivoros salvajes, cComo zorros
o lobos, pueden ser importantes diseminadores mecanicos de la infeccion, transportando
material infectado, como los fetos o las placentas procedentes de abortos y/o fetos de
rebafios de pequefos rumiantes infectados. Los cerdos son sensibles a la infeccion por
B. melitensis transmitida por los pequefios rumiantes presentando cierta importancia en
explotaciones suinas donde ambas especies son criadas en extensivo (Paolicchi et al.,
1993).

Ademas, cualquier rumiante salvaje en contacto directo o indirecto con ovinos y/o
caprinos infectados, podra infectarse por B. melitensis, manteniendo la infeccién en el
ambiente natural (Godfroid, 2002).

4. 2 Distribucidon de la brucelosis

La situacién de la brucelosis de los pequefios rumiantes es diferente segun la zona
considerada. A continuacion se describe la situacion en distintas regiones del mundo

En Europa, paises como Bélgica, Republica Checa, Dinamanrca, Alemania, Irlanda,
Luxemburgo, Hungria, Holanda, Austria, Polonia Rumania, Eslovenia, Eslovaquia,
Finlandia Suécia y Reino unido son considerados oficialmente indemnes de B. melitensis
(European Union, 2009). Aunque tradicionalmente B. melitensis se ha considerado
endémica en los paises Mediterranicos, algunas regiones y/o zonas de paises como
Espafa, Portugal o Italia tambien son consideradas como oficielamente indemnes de B.
melitensis (European Union, 2009)

En la peninsula iberica, la brucelosis de los pequefios rumiantes ha disminuido en los
ultimos afios (Blasco, 2004). En el caso de Espafa, la prevalencia en rebafios ha
disminuido desde un casi 29% en 1991 hasta poco mas del 1,5% en 2009 mientras que
la prevalencia en animales lo ha hecho desde el 2,35% hasta el 0,11% durante el mismo
periodo.

o
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En Portugal, la prevalencia ha disminuido progresivamente aunque en comparacion con
Espafia, los valores son mas elevados. Asi, la prevalencia en rebafios disminuy6 del
31,63% hasta el 7,77% entre el afio 1999 y el 2010 mientras que la prevalencia en
animales disminuy6 de un 7,28% hasta el 0,94% (Portugal, 2012).

En Estados Unidos la brucelosis ovina y caprina es muy rara siendo detectados casos
esporadicos asociados a la importacion de pequefios rumiantes. Ademas, Estados
Unidos fue el primer pais que consiguio en el afio 2000 el control de la enfermedad sin
gue se detectara ningun (Ragan, 2002). Canada es oficialmente indemne de brucelosis
por B. melitensis desde el afio 1989 (OIE 2010).

En el caso de america central y america del sur la situacibn es mas complicada. En
Argentina, Samartino (2002) indica que la prevalencia en caprinos ronda el 20% mentras
gue en determinadas zonas, la prevalencia individual en ovinos ronda el 25%. En otros
paises de América Latina como Guatemala, Honduras, El Salvador, Nicaragua, Costa
Rica y Panam4, la presencia de B. melitensis en el ganado bovino y caprino ha sido
detectada (Moreno, 2002).

En Asia, la ausencia de datos dificulta el conocimiento real de la prevalencia de la
brucelosis. Segun algunos estudios, en la India la enfermedad esté difundida por todo el
pais, estimandose que el 5% del ganado vacuno y el 3% de los bufalos estan infectados.
También se ha detectado la enfermedad en ovejas, cabras y cerdos (Renukaradhya et
al., 2002).

En el caso de Australia y Nueva Zelanda son considerados como zonas libres o con
revalencias extremadamente bajas (Alton et al., 2002; O.1.E., 2010).

4. 3 Factores de riesgo
4. 3. 1 Factores asociados al hospedador

Aunque los pequefios rumiantes sean hospedadores especificos de B. melitensis,
tambien son infectados por B. abortus e B. suis aunque la enfermedad clinica es rara
(Garin-Bastuji et al., 1997). A partir del momento en que los ovinos son infectados por B.
abortus, se conviertem em portadores y pueden excretarla hasta 40 meses despues. Los
jovenes son bastante resistentes a la infeccién, mientras que los animales gestantes son
los mas susceptibles (debido a la produccion de eritrol en la placenta) (Okoh, 1980;
Henriques, 1990).

Cuanto mayor es la edad, mayor es la susceptibilidad, de tal forma que la brucelosis es
considerada una enfermedad de animales adultos. Esto puede ser debido a que el
porcentaje de animales enfermos aumenta con la edad, una vez que, cuanto mayor
tiempo pasa un animal en un ambiente contaminado, mayor es la probabilidad de él
mismo se infecte (Ledn, 1993). Los animales jévenes pueden ser infectados y aunque no
presentan sintomatologia clinica, presentan normalmente una respuesta serologica de
una semana de duracion. La susceptibilidad aumenta después de la madurez sexual,
ocurriendo principalmente, durante la gestacion. La susceptibilidad de los ovinos a B.
melitensis varia en funcion del tipo de raza, siendo las razas lecheras mas susceptibles
que las de aptitud cérnica. Las razas de rabo ancho son mas susceptibles (Alavi-
Shoushtari et al., 1995) mientras que las razas ovinas maltesas y sudamericanas parece
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gue presentan una mayor resistencia a la brucelosis. Por el contrario, las razas de ovejas
del sudoeste de Asia y del Mediterraneo, como la raza Awassi, son muy sensibles a la
brucelosis (Corbel et al., 1984; Alton, 1987).

La brucelosis se centra en la mayoria de los paises de la zona mediterranea asi como en
los paises del Sudoeste Asiatico mientras mientras que en la region de america latina el
problema se centra en la brucelosis caprina (Alton, 1987). La excrecion vaginal en
caprinos es superior y mas prolongada que en los ovinos durando derco de 2 a 3 meses.
Ademas, la brucelosis en caprinos conduce a una mayor reduccién de la produccion
lechera que en los ovinos (Alton, 1985a). El fendmeno de la brucelosis latente en los
ovinos se observa en corderos nacidos de madres infectadas y amamantados com leche
contaminada por Brucella. Los corderos son seronegativos hasta la edad adulta mientras
que en las hembras, la latencia de la brucelosis se mantiene hasta la primera gestacion,
periodo en el cual se desarrolla el proceso patolégico (Young et al., 1989). Asi, las
hembras infectadas presentan un elevado niumero de abortos con especial importancia
en hembras primiparas (Leon, 1993). B. melitensis afecta tanto a machos como a
hembras. En machos provoca orquitis y epididimitis principalmente mientras que en
hembras no gestantes, la brucelosis se cronifica, caracterizandose por la colonizacién del
sistema monocito-macrofagico. Este hecho presenta importantes repercusiones
epidemiologicas, dado que, despues de una respuesta inmune inicial, desaparacen los
anticuerpor y los sintomas, pudiendo convertir-se en portadores asintomaticos de dificil
detecion mediante técnicas serologicas habitulaes (Ledn, 1993). Ademas, en las
regiones donde existe B. melitensis en ovinos y caprinos, los bovinos pueden infectarse
con esta bacteria (Muma et al., 2006).

Todavia no ha sido determinado si B. melitensis se puede mantener por si solo en una
poblacion de bovinos en ausencia de pequefios rumiantes. B. melitensis provoca aborto
en los bovinos de forma semejante a B. abortus. La colonizacion de la ubre es frecuente
y la excrecion en leche puede prolongarse meses o afos pudiendo causar surtos de
brucelosis en ganaderos.

4. 3. 2 Factores associados ao ambiente

El manejo y las condiciones ambientales influencian la trasmisién de la infeccion. Asi, los
partos y la cria en locales oscuros, cerrados y con elevada densidad de animales son
factores de riesgo (Al-Talafhah et al., 2003).

La infeccion entre los rebafios se favorece por la utilizacion de pastos comunes y/o
agrupamiento de animales infectados. Em muchos paises, existe una fuerte correlacion
entre la prevaléncia de la brucelosis en pequefios ruminantes y la practica de la
trashumnacia. (Reviriego et al., 2000) El principal riesgo de la introduccién de la
enfermedad en una explotacién indemne de brucelosis pasa por el préstamo de un
macho infectado para la cubricion. (Amador et al., 2000; Kabagambe et al., 2001). La
capacidad de supervivencia de Brucella fuera de los hospedadores mamiferos es
relativamente grande en comparacion con otras bacterias patogénicas no esporuladas en
iguales circustancias (Garin-Bastuji, 1993b). Las condiciones favorables son un pH
superior a 4, temperatura baja, ausencia de luz directa y humedad elevada. Brucella
puede persistir varios meses en agua, abortados, placentas, heces, abono, lana,
instalaciones, equipamientos y ropa (Ferron, 1989) Brucella puede sobrevivir 40 dias en
suelo seco y 60 dias en suelos humedos, 144 dias a 20°C y 40% de humedad relativa,
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durante varios meses en agua de consumo de 4°C a 8°C e dos afios y medio a 0°C., 30
dias en orina, 75 dias en fetos abortados, mas de 200 dias en secreciones uterinas y
varios afios en tejidos o medios congelados. La supervivencia de brucela en abono es
duradera desde que no se produzcan fermentaciones acidas (Moreno, 1976). La
resistencia de brucela a las diferentes condiciones ambientales se incrementa en
presencia de abundante materia organica (Louza, 1993).

La supervivencia de Brucella en leche y en productos lacteos esta relacionada con
aspectos como el tipo de cura, humedad, temperatura y/o alteraciones del pH. En el caso
de la leche, la supervivencia de brucela en inversamente proporcional al pH del produto
(El-Daher et al., 1990). Brucella es termosensible, siendo destruida através de la
pasterizacion mediante el hervido durante 10 minutos (Davies et al., 1973). No resiste a
la cura de los quesos desde que esta dure de cerca de 3 meses (Nicoletti, 1989) si bien
en los quesos de pasta blanda acidificados y secos, su sobrevivéncia es superior. De
esta forma, la legislacion europea obliga a que todos los quesos fabricados con leche
cruda devem ser submetidos a un periodo de cura nunca inferior a 60 dias (Regulamento
CE 853/2004).

Al contrario de los produtos lacteos, el tiempo de supervivencia de brucela en la carne es
menor, exepto en las congeladas donde el microrganismo puede sobrevivir durante
varios afos (Pessegueiro et al., 2003).

4.4 Transmision

Generalmente, la trasmision de la brucelosis ocurre en los rumiantes através de la
excrecion de los materiales contaminados del aparato genital femenino, constituyendo la
principal forme de trasmision a otros animales y al hombre. De esta forma, en la mayoria
de las circustancias, las principales vias de diseminacion de la Brucella son la placenta,
liquidos fetales, descargas vaginales expelidas después del parto o aborto, siendo en
ese momento donde son liberadas un gran nimero de brucelas (O.l.E., 2008).

En caprinos, la excrecion de los microorganismos por via vaginal es prolongada y
abundante (generalmente 2 o 3 meses). En las ovejas es generalmente menor, cesando
normalmente en 3 semanas despues del parto/aborto. También es comun que ocurra la
excrecion através de la leche del semen. Ademas, brucela puede ser aislada en varios
tejidos, tales como en los ganglios linfaticos de la cabeca, aquellos asociados al aparato
reproductor y/o a lesiones artriticas (Blasco, 2001b).

La persistencia de la infeccion de la ubre y de los ganglios linfaticos supramamarios
conduce a una constante e intermitente excrecion de los microorganismos en leche y en
lactaciones sucesivas. Este hecho constituye una importante fuente de infeccion para el
hombre y para los animales jovenes (Henriques, 1990). La eliminacion de las brucelas
por la leche és generalmente intermitenete e solo aparece, generalmente, pasados 6 a
12 dias después del aborto. En caprinos, la eliminacion es mas abundante y mas
prolongada por lo existe un mayor riesgo de infeccion por consumo de leche de esta
especie (Ferreira et al. 1990; Louza, 1993).

La época de partos constituye, en los rebafios infectados, el momento decisivo para la

propagacion de la enfermedad. En esta fase, existe una excrecio elevada del agente que
puede durar hasta 18 semanas, atraves de la secrecidén vaginal (Bathke, 1981). Los
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roedores y los perros pastores pueden introducir el microrganismo en la poblacién ovina,
pudiendo los canideos funcionar como vectores mecanicos y biolégicos. Sobretodo en la
Asia meridional y central, todavi se junta la diseminacié mediante insectos hemat6fagos.
La fuentes contaminadas (ex: pastos, establos, medios de trasnporte, etc) adquieren una
gran importancia epidemiolégica, devido a la gran resistencia de B. melitensis (Ferreira et
al., 1990).

El semen puede actuar como vehiculo del agente. La excrecién transitoria del agente por
la orina y por la heces debe solo ser considerada en la epoca del parto y/o aborto y en
los jovenes alimentados con leche de madres infectadas (Louz&, 1993). El pus y las
secreciones provenientes de las articulaciones afectadas, tambien puede constituir una
fuente de contagio cuando son abiertas (Louza, 1993).

La movimentacion de los carneros para cubricion tanto infectados como de explotaciones
infectadas es un factor de riesgo en la diseminacién de la enfernedad aunque el agente
tambien puede ser trasmitido para explotaciones indemnes através del uso de pastos
comunes (Blaha, 1989; Kabagambe et al., 2001). La entrada del agente em territoris
libres de Brucella ocurre casi exclusivamente, debido a la movimentacion/comercio de
animales con infeccién latente para recria (Blaha, 1989).

Las vias de infeccién pueden ser directas o indirectas. En general, el contagio de los
ovinos y caprinos ocurre fundamentalmente atraves de las mucosas y serosas del
aparato digestivo y/o del aparato respiratorio, asi como através de la mucosa conjuntival,
siendo menos frecuente la infeccién por el contacto directo através de la piel en caso de
existencia de pequefas erosiones (Crespo-Ledn, 1994; Kabagambe et al., 2001).

El contagio directo mediante inalacion de aerosoles contaminados constituye una de la
principales puerta de entrada del agente, teniendo especial importacia en las zonas
secas, donde el paso de los animales levanta nubes de polvo (Crespo-Ledn, 1994).
Brucella melitensis puede ser trasmitida verticalmente de las madres para las crias. Una
pequefa proporcién de corderos y cabritos puede ser infectado por via uterina aunque la
mayoria de las infecciones son probablemente adquiridas por el consumo de calostro y/o
leche (Grillo et al., 1997).

El nimero de Brucella excretados en la leche es relativamente bajo aunque este puede
ser trasmitido indirectamente por las manos del ordefiador. En el macho, devido a la
localizacion de las brucelas en el organo reprodutor, generalmente excreta este
microrganismos atraves del semen.

La infeccion de los caprinos puede ocurrir por el contacto com heridas o cortes, com
fluidos infectados. Aunque se admita de forma general que el tipo de trasmisién
iatrogénica sea consecuencia de la contaminacion de instrumentos y/o por la introducién
de agentes patogénicos contaminantes, atraves de produtos profilacticos o terapeduticos,
debe darse particularmente importancia a la vacunacion de las hembras gestantes, una
vez que esta, por si sola, puede dar origen a um proceso nosolégico semejante al
provocado por las cepascepas patogénicas (Ferreira et al., 1990; Crespo-Ledn, 1994).

Relativamente a los insectos hematé6fagos, estos han sido referidos como difusores de la

brucelosis. Fueron aisladas brucelas a partir de contenido del estomago de Stomoxys
calcitrans e Ornithodoros. Musca autumnalis (mosca de los establos) es un diptero que
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contacta con los rumiantes. La hembra deposita los huevos en las heces de estos
animales y se alimenta de su sangre, secrecion lagrimal y secreciones placentarias. Se
piensa que estos insectos asi como las garrapatas contribuyen para la transmision de la
enfermedad (Ferreira et al., 1990; Crespo-Leodn, 1994).

5. Patogenia

Brucella spp. desarrolla una patogenesis fundamentalmente semejante a los parasitos
intracelulares, en la medida que la principales vias de entrada varian desde la orofaringe
al aparato genital. De igual modo, el tropismo para los tejidos y celulas varia como por
ejemplo, los trofoblastos de la placenta, los pulmones fetales, los macrofagos del sistema
mondocito-macrofagico y los aparatos reproductores masculinos y femeninos (Adams,
2002).

En la evolucion de la infeccion se puede distinguir 4 fases: 1) penetracion y migracion
local y regional; 2) fase de diseminacion septicémica; 3) fase secundaria o estado de
adaptacion y 4) fase de autocura o de enfermedad latente o persistencia (Bosseray,
1992a,b).

En la primera fase, las formas bacterianas son captados por las células,
inmunologicamente competentes, a partir de la puerta de entrada, que puede ser
aerdgena, conjuntival, digestiva o cutanea, siendo transportadas, livres o en el interior de
celulas fagocitarias, para los ganglios linfaticos mas préximos del lugar del entrada,
donde ocurre la multiplicacion (Blasco, 2001a; Barberan et al., 2002). En esta fase
producen infeccion y dan inicio a la respuesta inmunitaria pero con una relacion
serolégica ausente o muy debil (Mauricio et al., 1998).

Si el agente se acantona, provoca una hiperplasia linforreticular, que puede durar varias
semanas Yy persistir durante meses (Blasco, 2001a; Barberan et al., 2002). Si el agente
no se acantona en esta fase, se dirige primero por via linfatica y después por via
hematdgena (bacteriemia transitoria), localizandose en casi todos los Organos,
incluyendo el sistema monocitico-macrofagico (higado, bazo, ganglios linfaticos y médula
osea), y o6rganos reproductores (Gtero gestante, testisculos, vesiculas seminales,
glandula mamaria, etc.) (Alton et al., 2002; Barberan et al., 2002), provocando sucesivas
ondas septicémicas coincidentes com peridos febriles que en las hembras esta
directamente relacionados con la infeccion placentaria y fetal, causando frecuentemente
aborto (Cloeckaert et al., 1995; Mauricio et al., 1998).

En esta fase, los mecanismos inmunitarios capaces de disminuir la bacteriemia tanto en
su cantidad como en su duracion (0 em ambos), podria reducir la probabilidad de
colonizacion brucélica uterino-placentaria (Crespo-Ledn, 1994). Ademas, en las hembras
gestantes, la invasion y multiplicacion uterino-placentaria es significativamente grande,
considerandose que en este organos no ofrece resistencia inmunitaria de forma
adecuada (Alton, 1984). La especial afinidad que B. melitensis tiene por el endometrio
gestante y por la placenta fetal provoca la principal manifestacion clinica de la infeccion
en ovinos y caprinos, el aborto durante el dltimo tercio de la gestacién o el nacimiento de
animales prematuros con poca viabilidad (Blasco, 2001a; Barberan et al., 2002).

En la tercera fase, fase secundaria o fase de adaptacion, la evolucién de la infeccion es
variable dependiendo de la susceptibilidad del hospedador, siendo caracterizada por una
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localizacién aislada de la bacteria, que puede ser placenta, tejido mamario, testiculos,
articulaciones, etc. acompafada de la sintomatologia correspondiente (Garin-Bastuji,
1993a). También puede ser infectada la glandula mamaria, siendo los microorganismos
excretados en la leche (Alton, 1984). Esta fase es caracterizada por la eliminacién de
Brucella o mas frecuentemente, por la infeccion persistente en la glandula mamaria,
glanlios linfaticas supramamarios y genitales, con excrecion constante o intermitente de
los microorganismos en la leche y en las secreciones genitales (Fensterbank, 1987b).

Los animales generalmente abortan una vez, en el segundo tercio de la gestacion,
aunque la reinvasion del Gtero ocurre en las gestaciones subsecuentes con la excrecion
en fluidos y membranas. La proporcion de hembras infectadas por la primera vez que
abortan, varia con las circustancias pudiendo puede llegar hasta el 40%. Las hembras
gue han nacido en ambientes infectados, generalmente abortan en menor medida que
las otras. Esto explica el elevado nimero de abortos en explotaciones recientemente
infectadas cuando se compara con las explotaciones en que la enfermedad es enzodtica.

En los pequefios rumiantes el periodo de infeccion no es aparente, evolucionando para
un periodo secundario con dos alternativas biologicas: la infeccion latente o la cura
espontanea o autocura, que en los ovinos y en los caprinos es frecuente hasta los dos
afios de edad (Louz&d, 1993; Crespo-Leon, 1994). Cuando la bacteria es eliminada
totalmente de los tejidos del hospedador, se denomina “autocura absoluta”, mientras que
la incapacidad del hospedador para diseminar brucela en el ambiente, se denomina
“autocura funcional”, lo que en la realidad conrresponde al estado de infeccion latente,
cuya trascendencia epidemiolégica é extremadamente importante como anteriormente
referido (Blasco et al., 1990).

Aunque el fenbmeno de autocura en los ovinos es dicutible, estando oculto por una baja
taxa de abortos en las hembras infectadas y por su disminucién progresiva a lo largo de
la vida reproductora de los animales (Blasco et al., 1990). De cualquier forma, desde el
punto de vista epidemioldgico, la auto cura es un fendbmeno de caracter individual,
dudoso y no valorable en la practica que no debe ser considerado en las estratégia de
los programas de control de la enfermedad por las implicaciones sanitarias nocivas e
imprevisibles que pueden producir (Lithg-Pereira, 2001). Brucella es un microorganismo
intracelular que infectan tanto a las células fagocitarias como a las no fagocitarias
(Corbel, 1997; Aleixo et al., 1999). En las células fagocitarias mononuclares y
polimorfonucleares, sobreviven dentro del fagosoma y se evaden a la destruccion por
una serie de mecanismos todavia no descritos en su totalidad (Mujer et al., 2002). Si no
son destruidas por los mecanismos microbicidas de los macrofagos, brucella destruye
algunas células del hospedador e infectan otras (Hoover et al., 2002).

La base del establecimiento de una infeccion cronica parace ser la sobrevivencia dentro
de los macréfagos (Celli et al., 2004). La presencia de lipopolisacarido es importante para
la sobrevivencia de B. melitensis porque previene la muerte de los macréfagos, evitando
asi que estas sean eliminadas (Fernandez-Prada et al., 2003).

Para que las bacterias sean destruidas, tienen que ser ingeridas por los fagocitos y estar
localizadas en el interior de los fagosomas, hecho que ocurre con la mayoria de las

brucelas. Aun asi, existen evidencias de que la verdadera ingestién no siempre ocurre y
qgue algunas brucelas poseen procesos de internalizacion diferentes de los de la
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fagocitosis. Se piensa hasta el momento, que no existen diferencias entre la fagocitosis
de la brucela y de otras bacterias extracelulares.

Brucella spp. no posee capsulas antigafocitarias aunque desarrolla mecanismos de
adesion a las células (Ordufia-Domingo et al. 2001; Rocha-Gracia et al. 2002). Mediante
interaccciones tipo lecitina, son capaces de aderirse a los polimorfonucleares neutrofilos
siendo esta aderencia estabilizada por lipidos bacterianos. La brucela, asi adsorbida,
promueve la internalizacion, provablemente sin formar verdaderos fagosomas. Algunas
de las lecitinas identificadas en la superficie de B. melitensis y B. abortus no se
encuentran, 0 su concentracion es minima en las brucelas no patogénicas para el
hombre como B. neotomae. La eficacia de este mecanismo de internalizacion y su
significado patogénico es hasta el momento una incognita (Ordufia-Domingo et al.,
2002).

La opsonizacion con complemento o anticuerpos favorece la fagocitosis y la destruccion
de Brucella spp. Devido, muy probablemente, al englobamiento de Brucella en
verdaderos fagosomas y la activacion de los sistemas bactericidas celulares. A pesar de
todo, la opsonizacion por si misma no parece resolver la infeccién, ya que la existencia
de elevados titulos de anticuerpos no es suficiente para eliminar la infeccién, por lo
menos en el hombre (Ordufia-Domingo et al., 2001).

En los fagocitos se observa un vacuolo que interacciona com el primer paso de la via
clasica endocitica, llamado endosoma maduro. Después, el vacuolo que contiene la
brucela, reacciona con los ultimos compartimentos endosémicos donde Brucella spp. es
destruida. O por el contrario, el vacuolo que contiene Brucella spp. reacciona con un
fagosoma vacuolar e despues con el reticulo endoplasmético rugoso para formar un
unico compartimento en el cual la multiplicacién de Brucella spp. se produce en elevada
cantidad (Pizarro-Cerda et al., 1998; Méresse et al., 1999). Brucella spp. tambien se
puede multiplicar en el médio extracelular de los tejidos del hospedor. Histologicamente,
la respuesta del hospedador se manifieta por la formacion de un abceso, infiltracion
linfocitaria y formacion linfocitaria con necrosis caseosa (Hoover et al., 2002).

Las espécies rugosas de B. canis y B. ovis, raramente asociadas a la brucelosis humana,
no tienen capacidad de multiplicarse en los macréfagos (Caron et al., 1994). La
supervivencia de las cepas lisas parecen estar relacionadas con la composicion de la
pared celular y se ha desmostrado por microscopia electronica, la presencia de un
invélucro externo en las especies de B. melitensis, B. abortus y B. suis. Ademas, parece
ser que las cepas lisas tienen la capacidad de prevenir o limitar la fusion lisosoma-
fagosoma, necesaria a la eliminacion de las bacterias, y de resistir las enzimas
lisosémicas, después de la fusién (Thoen et al., 1993).

Se demostré en 1950, que el eritritol era un glucido que soportava el crecimiento de B.
abortus, B. melitensis y B. suis, La estirpe B19 de B. abortus atenuada, perdi6 la
capacidad de utilizar el eritritol, y es la Unica cepa de Brucella pasible de inhibicion en la
presencia de este componente en el medio (McCullough et al., 1951). Segun Smith et al.
(1962), este glacido se encuentre presente en la placenta de las hembra bovinas, ovinas,
caprinos y suinos y se encuentre ausente en los roedores y en la mujer. De acuerdo con
Jawetz et al. (1973; 1989) y Hoover et al., (2002), la presencia de eritritol en la placenta
de los rumiantes puede favorecer el crecimiento de las brucelas.
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6. Imunidad

Generalmente, la infecciébn por Brucella conduce a la induccién de la respuesta
inmunitaria, tanto de tipo humoral, como celular. Son constituyentes de esta inmunidad
las celulas T af CD4+, CD8+ e yoT, las células B y las citoquinas (Corbel, 1997). La
amplitud y duracion de esta respuesta puede variar en funcion de factores como
virulencia de la cepa, dosis de indculo, especie, edad, sexo, fase de gestacion o estado
inminitario del hospedador (Golding et al., 2001).

La respuesta de la inmunidad adquirida en la brucelosis puede ser clasificada en trés
mecanismos. Primero, el IFN-y producido por las células T CD4+, CD8+ y y&T, activa la
funcion bactericida de los macréfagos e impide la supervivencia intracelular de Brucella.
En segundo lugar, la citotoxicidad de las células CD8+ e yd&T destruyem los macrofagos
infectados. En tercer lugar, los isétopos de los anticuerpos de tipo Thl tales como a
lgG2a y IgG3 opsonizam los agentes patogénicos para facilitar la fagocitosis (Golding et
al., 2001)

Los contituyentes de la pared celular de las bactéria tales como el peptidoglicano, el LPS
y los glucolipidos, son reconocidos por el sistema inmunitario como sefiales no
especificos que desencadenan la actividad inmunoldgica (Tizard, 1996).

El LPS tiene un gran impacto en la activacion de los macréfagos. Esto favorece el
desarrollo de la virulencia de Brucella previniendo la sintesis de inmunomediadores
importantes para la defensa del hospedador. La cadena O parece ser una molécula clave
para la invasion, desarrollo de la bacteria y de proteccién contra la apoptosis (Fernandez-
Prada et al., 2003).

También protege las bacterias de los metabolitos del oxigeno y de la lisis mediada del
complemento (Fernandez-Prada et al., 2001). Aun asi, el LPS de brucela es menos
activo que el LPS de otras bacterias gram-negativas.

Comparando con estas Ultimas, el LPS de brucela es un activador débil del complemento
por via alternativa y presenta una capacidad muy baja de activar las funciones y
actividades de las células facocitarias, siendo su capacidad para inducir una “explosion
oxidativa” o la produccién de 6xido nitrico cerca de cien veces menor que la del LPS de
E. coli, lo que puede implicar la rara aparicion del shock endotéxico como sintoma clinico
en la brucelosis humana, al contrario de la elevada frecuencia con que esta
sintomatologia aparece en las bacteriemias por enterobacterias (Ordufia-Domingo et al.,
2001), pudiendo igualmente explicar la larga sobrevivencia intracelular de Brucella
(Lopez-Urrutia et al., 2000).

Sin embargo, el LPS de Brucella se comporta como un buen inductor de la produccién de
mediadores celulares de la respuesta inmune y de la activacion policlonal de los linfocitos
B. Su capacidad es igual o mayor que la de los LPS de las enterobacterias (Orduna-
Domingo et al, 2001). Durante la infeccién por Brucella se produce una fuerte respuesta
inmunitaria humoral, con elevados titulos de anticuerpos contra el polisacérido de LPS y
una fuerte respuesta celular caracterizada por hipersensibilidad retardada, siendo esta
desarrollada principalmente por las citocinas inducida por el LPS. Sin embargo, a pesar
de los altos titulos de anticuerpos resultantes de la reaccion al polisacarido O, la
respuesta inmune es ineficiente desde el punto de vista de la proteccion, al menos, en el
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caso del hombre. Contrariamente, en el caso del ratdn raton, los anticuerpos protegen al
animal de la reinfeccion (Ordufia-Domingo et al., 2001).

6. 1 Respuesta Humoral

La respuesta humoral por anticuerpos consiste es un aumento inicial de IgM durante 3 a
4 semanas, seguido de un incremento gradual de 1gG e IgA, comenzando entre 7 a 14
dias después de la infeccion. Posteriomente, estas disminuyen en el momento de la
recuperacion (Young, 1995)

La respuesta inmunitaria humoral contra brucela, es relativamente ineficaz, ya que
Brucella spp. lisa consigue inhibir la fusibn de los lisosomas con los fagosomas,
aumentando la posibilidad de multiplicarse dentro de los macréfagos en un ambiente libre
de anticuerpos (Tizard, 1996). En lugar de los linfocitos transferidos de forma passiva de
un animal a otro (inmunidad adaptativa / adquirida), los sueros hiperinmunes transferidos
de esta manera no confieren una proteccion significativa contra Brucella (Tizard, 1996).

6. 2 Imunidad Celular

La defensa de la infeccién por brucelosis es asumida principalmente por la respuesta
inmunitaria celular, concretamente, por los macrofagos activados (Golding et al., 2001).
La inmunidad adquirida contra las bacterias intracelulares es dependiente de células T
(Wyckoff, 2002). En los primeros dias después de la infeccion, se produce una activacion
inespecifica del sistema inmune que podria llegar a ser decisivo en la limitacion o
diseminacion del proceso (Zhan et al., 1996). Aunque los neutréfilos representan una
primera linea de defensa contra la brucelosis, los fagocitos mononucleares son el factor
mas importante de defensa celular contra la infeccion (Baldwin et al., 1994). Estos,
después de entrar en contacto con los microorganismos, inducen la produccién del factor
de necrosis tumoral (TNF-a), interleucina 1 (IL-1) y de interleucina 12 (IL-12), siendo esta
Gltima responsable de la activacion de las células "natural killer "(NK), con la
subsecuente produccién de interferon gamma (IFN-y) (Zhan et al., 1995, Zhan et al.,
1996). Brucella induce fuertemente la produccion de IL-12 (Caron et al, 1994; Zhan et al,
1995). Tanto las células T auxiliares (CD4 +), como las T citotéxicos (CD8 +), producen
IFN-y (Zaitseva et al., 1995;. Tizard, 1996). Por otra parte, las células T son también
responsables por la produccion de IL-2 e IL-10. La IL-2, producida por linfocitos T helper,
inicia y mantiene la proliferacion de linfocitos T citotoxicos, linfocitos B (en menor medida)
y macrofagos (Tizard, 1996). Aunque los macrofagos de animales sensibilizados sean en
condiciones normales incapaces de destruir estos microrganismos, estos pueden adquirir
esta capacidad después de 10 dias de la infeccion (Tizard, 1996). En ese momento, el
IFN-y tiene la capacidad de activar macréfagos, causando aumento en el tamafio, la
movilidad y la actividad metabdlica produciendo metabolitos activos con caracter
bactericida. Los lisosomas, al aumentar de tamafo, disponen de mayorer cantidades de
enzimas hidroliticas, segregando mayores cantidades de IL-1. Esta citocina liberada por
los macréfagos, es capaz de activar las células T auxiliares y, en menor medida, los
linfocitos B. Todos estos acontecimientos conducen a un aumento significativo en la
actividad bactericida de estas células, que conduce a la destruccion de los
microorganismos alojados en el interior (Tizard, 1996).

La fase de declive de la brucelosis coincide con el inicio de la inmunidad celular. En esta
etapa, la inmunidad del antigeno es especifica y termina con la eliminacién del
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microorganismo o con la infeccion activa, iniciandose asi la fase de latencia. De hecho, la
destruccion de brucelas depende de las activacion de los macréfagos y requiere el
desarrollo de una respuesta celular Thl contra los antigenos de la proteina, cuya
respuesta estd mediada por el IFN-y, liberada por las células T sensibilizadas, cuando se
exponen a ribonucleoproteina bacterianas.

La respuesta Thl, asociada a la produccién de IFN-gamma e IL-12, es por una parte,
mediadora de la resistencia celular adquirida por la activacion especifica de las células
fagocitarias y por la implementacion de su actividad bactericida. Por otro lado, la
hipersensibilidad retardada, considera importante en la formacién de granulomas, limita
asi la diseminacién del microorganismo (Aleixo et al., 1999).

Sin embargo, las células Th2 que secretan IL-4, IL-5 e IL-10, estimulan la respuesta
policlonal de células B e inhiben algunas de las respuestas celulares protectoras lo que
limita la citotoxicidad de los macréfagos y de la produccion de IFN-gamma, haciendose
huéspedes susceptibles a la progresion de la enfermedad (Divisor et al., 1996).

Hay diferencias naturales entre brucellas relativamente a la respuesta de los macréfagos
de cara a la infeccion. El LPS-S esta probablemente involucrado en la resistencia ya que
las cepas lisas sobreviven mas eficientemente que las rugosas, siendo un potente
inductor de la mitosis para las celulas esplénicas, lo que parece ser importante en la
induccion de la inmunidad celular. Por otro lado, es también un potente inductor de IL-10,
aunque el IFN-y disminuye significativamente la produccion de IL-10. Aunque, por si sola
no es capaz de inducir la expresion de IL-12 en las células CD4+. Sin embargo, el IFN-y
aumenta el porcentaje de células CD4+ y de IL-12. En conclusion, el LPS de Brucella es
un potente inductor de IL-10 siendo que la induccién de IL-12 necesita condiciones mas
favorables (Kariminia et al., 2002). Dentro de los macréfagos, los brucelas inhiben la
fusion del fagosoma con el lisosoma, evitando la desgranulacion, inhibiendo la
produccién de TNF-a y eventualmente inhibiendo la produccién de SOD-Cu/Zn (Liautard
et al., 1996). Se considera que la respuesta prtectora del huésped frente a B. melitensis
esta mediada por las células Thl (Lopez-Santiago et al., 1997).

7. Cuadro clinico y lesional

El periodo de incubacién de la brucelosis varia de algunos dias a meses, siendo esta
variablidad asociada a la susceptibilidad del hospedador (Memish et al., 2004).

7.1 Brucelosis aguda

Las principales manifestaciones clinicas en ovinos y caprinos son los abortos y/o partos
prematuros (Rekiki et al., 2004). El aborto ocurre generalmente durante los dos ultimos
meses de gestacién y, en algunos casos, seguido de retencién placentaria (Lithg-Pereira,
2001; Barberéan et al., 2002) y metritis, aunque mas evidentes, ocurren en un porcentaje
muy bajo en animales infectados (Lithg-Pereira, 2001). Otros sintomas como la menor
produccion de leche, baja infertilidad o la alta mortalidad de las crias son mas
generalizada, tanto a nivel de los rebafios como de los animales (Radostits et al., 2000;.
Barberan et al., 2002) La infeccion aguda puede manifestarse con fiebre, diarreia y una
rapida pérdida de la condicion corporal (Buxton et al., 1977). Otros sintomas como el mal
estado de la capa, lesiones Oseas y artritis (Maurice et al., 1998). Otra sintomatologia son
los episodios intermitentes de fiebre y conjuntivitis mucopurulenta si bien estos sintomas
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son poco evidentes en la practica clinica veterinaria (Beer, 1981; Lithg-Pereira, 2001). En
los machos, la sintomatologia caracteristica es la epididimitis y orquitis aguda pudiendo
desembocar en una infertilidad. Por dltimo, no hay evidencia de que la sintomatologia
clinica sea diferente en funcion de los biotipos (Fensterbank, 1987a).

7.2 Brucelosis crénica

Los animales generalmente abortan una vez, aunque la reinvasion del Utero ocurre en
gestaciones posterioes siendo las brucelas excretadas con las placentas y descargas
vaginales. Los animales gestantes expuestos a un pequefio nimero de bacterias pueden
desarrollar una inmunidad autolimintante transformandose en portadores latentes. La
infeccién persistente de las glandulas mamarias y ganglios linfaticos supramamarios es
comun en caprinos donde se produce la excreciobn de brucela en las lactancias
sucesivas. Sin embargo, fue observado en ovinos que en el caso de una infeccion
autolimitante, raramente existe excrecion de brucela en la leche (Alton, 1990; Duran-
Ferrer, 1998). En el caso de los machos tanto ovinos como caprinos, la epididimitis y la
orquitis conducen generalmente a la infeccién crénica (Edmonson et al., 2012).

7. 3 Lesiones macroscopicas e microscoépicas

La brucelosis se caracteriza por no presentar lesiones de caracter patognoménico (Blood
et al., 1976). Si bien, el cuadro lesional que presente es muy variable como por ejemplo,
placentitis necrética, cambios testiculares palpables, orquitis y epididimitis necrosante,
vesiculite seminal necrotica y prostatitis. Los animales pueden desarrollar lesiones
inflamatorias granulomatosas, que generalmente se localiza en los tejidos linfaticos,
ganglios linfaticos de la ubre (incluyendo el supramamario) Utero, articulaciones y las
membranas sinoviales (Radostits et al., 2000). Las lesiones més frecuentes son metritis
purulenta hembras con exudado hemorragico en las carinculas y endometrio (Crespo et
al., 1994).

Relativamente a la plesiones existentes en los fetos abortados, destacan las
bronconeumonia catarrales y fibrinopurulenta, donde observamos un infiltrado alveolar
difuso, infiltracion intersticial, edema interlobular y pleural, y congestion vascular. En el
bazo, se observa hiperplasia reticuloendotelial difusa y multifocal. De forma ocasional, los
abortos pueden presentarse de color amarillento asi como hemorragias en las cavidades
internar (Beer, 1981).

8. Diagnostico

La importancia econémica de la brucelosis requiere el uso de métodos de diagnéstico
rapido y sensible (Romero et al., 1999). La ausencia de sintomas patognoménicos de la
infeccion para confirmar el diagnostico clinico de la enfermedad, requiere un examen
laboratorial, que puede ser directo (bacteriolégica) o indirectos (serologicos) (Garin-
Bastuji, 1993a, Crespo-Leon, 1994).

El diagnéstico de la brucelosis se basa tradicionalmente en la deteccidén de anticuerpos
circulantes, seguido del aislamiento bacteriano (Cassataro et al., 2004;. O'Leary et al.,
2006). Debido a la poca variacion entre las especies de Brucella, su diferenciacién en
biotipos se basa en las caracteristicas bioldgicas y fisiolégicas.
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8.1 Tomas de muestras

Las muestras mas recomendables para la identificacion de Brucella a partir del animal
vivo, son las secreciones vaginales y/o leche. La secrecion de B. melitensis vaginal
ocurre de forma masiva durante los 15 dias después del parto o aborto, puediendo
alcanzar hasta los 60 dias (Marin et al., 2005).

En el caso de la leche, la muestra debe ser recogida y centrifugada a baja velocidad
(4000 rpm) durante quince minutos siendo utilizando el sedimento para el cultivo en
placa. El aislamiento de la bacteria a partir de de muestras de placenta, abortos o de
organos como higado, bazo o pulmones es posible. Sin embargo, la recogida de
secreciones vaginales con hisopos estériles es el mas practico, higiénico y seguro
ademas de proporcionar una mayor sensibilidad (puede existir excrecion vaginal sin
infeccion fetal) (Blasco et al., 1990; Marin et al., 2002). En cadaveres, el aislamiento se
realiza a partir de ganglios linfaticos (retromamaérios, iliacos, prefemoral, submaxilares y
retrofaringeos), bazo, glandula mamaria, utero, epididimo y las glandulas sexuales
accesorias (Blasco et al., Marin, 1990; Marin, 1994).

8. 2 Examen microscopico del agente

El diagnostico de la brucelosis por B. melitensis puede ser realizado a partir del examen
microbiologico de secreciones vaginales, membranas fetales, visceras de los fetos,
cotiledones, contenido de los fetos y semen mediante la utilizacién de la técnica de
Stamp. Con esta técnica de tincién, Brucella spp. Aparece en forma de coccobacilli de
color rojizo.

Sin embargo, cuando se utiliza este método, Brucela spp. puede confundirse con
Chlamydia spp. o Coxiella spp. (Crespo et al., 1994; Bastuji-Garin et al., 1997).

8. 3 Diagndstico bacterioldgico

El diagndstico bacteriol6gico basa en el aislamiento, posterior identificacion vy tipificacion
de Brucella spp. en medios de cultivo adecuados. A pesar de ser un método de
diagnéstico definitivo, no es practico ya que requiere una cierta sensibilidad y no es
econémicamente aceptable en un gran escala (Weynants et al., 1996).

En los aislamientos primarios, la mayoria de las cepas de Brucella poseen un crecimiento
lento por lo que los medios de cultura tienen que ser suplementados con sangre, suero o
extractos de tejidos, el acelerar su crecimiento (Corbel et al., 1984). La mayoria de las
cepas muestran un buen crecimiento en medio rico, no suplementado, a base de
peptona, debiendo mantenerse una ventilacion adecuada para obtener un crecimiento
satisfactorio (Corbel et al., 1984; Alton et al.,, 1987). Los medios de triptona de soja,
Brucella agar y Albini Brucella agar también mantienen el crecimiento de la mayoria de
las cepas sin suplementacion con suero (Alton et al. 1990; Gomes, 1983).

El medio de cultura “potato infusion agar” sustenta el crecimiento de la mayoria de las

cepas de Brucella y se utiliza principalemnte como medio de seleccion para la produccion
de vacunas o antigenios ya que favorece la disociacién de coloninas (Corbel et al., 1984).
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El medio de Farrel es uno de los medios mas sensibles para el aislamiento de Brucella
spp. (Garin-Bastuiji et al., 2006), siendo el medio Thayer-Martin modificado el mas eficaz
para el aislado de B.ovis, pudiendo ser utilizados en el aislamiento de B. melitensis.

El medio liquido Brodie y Sinton, desarrollado por Brodie y Sinton en 1975, se utiliza para
enriquecer Brucella spp. cuando se desea aislar el microrganismo de materiales
contaminados. El medio de Ruiz Castafieda es recomendado para aislamiento de
Brucella spp. A partir de sangre y otras muestras liquidas (Moreno, 1981; Corbel et al.,
1985). Consiste en utilizar tubos que contienen medio sélido y liquido. Permite el
enriguecimiento de in6culos pequefios en la fase liquida, siguiendose de una
transferencia a medios solidos para la formacién de colonias sin necesidad de realizar
inoculaciones sucesivas. Este método no es recomiendado para aislar Brucella spp. en
materiales muy contaminados (Corbel et al., 1985).

Los medios sélidos son preferibles a los liquidos ya que facilitan el aislamiento y la
identificacion. Ademas, limitan la aparicién de disociacién y también el crecimiento de
microorganismos contaminantes a excepcion del hemocultivo cuya inoculacion puede ser
efectuada inicialmente en medio liquido o en un medio especial constituido por una fase
liquida y otra sélida como el medio bifasico de Ruiz Castafieda (Gomes, 1983; Alton et
al., 1988).

8. 4 Hemoculturas automaticas comerciais

Existen varios métodos de hemocultivos, entre los cuales, los sistemas automatizados
gue incluye la deteccion radiométrica de Brucella spp., tales como el BACTEC 460, el
sistema de deteccion de infrarrojos como el BACTEC NR, y sistemas de monitorizacion
continua como el Bact/Alert, BACTEC 9120 y BACTEC 9240. La ventaja que ofrecen
estos equipos es la rapidez en la obtencion del resultados de estos (Lepe et al., 2001).

8. 5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El diagndstico de la brucelosis por PCR consiste en detectar la presencia de DNA
brucélico en una muestra (Bricker, 2002). Existen varias técnicas de diagndstico por PCR
como la PCR combinatoria, PCR en tiempo real o PCR mudltiple (Amoroso, 2011,
Mirnejad et al., 2012, Gupta, 2012,). Las ventajas de la técnica de PCR frente al
diagnéstico seroldgico, son su rapidez, menor peligrosidad, mayor sensibilidad y mayor
especificicad.

Aun asi, pueden existir falsos negativos asociados a factores como la escasa cantidad de
muestra procesada (mayor cantidad de muestra en las pruebas de serodiagnéstico),
ausencia de DNA en la muestra debido a la intermitencia en la excrecion de Brucella spp.
en los animales o asociado a interferencias en el aislamiento del DNA directamente de
muestras de origen animal.

8. 6 Diagndstico seroldgico
El diagnéstico serologico se basa en la reaccién antigénica entre Brucella spp. y los

anticuerpos producidos por el huésped en respuesta a la infeccion por Brucella spp. El
objetivo de las pruebas de diagndstico seroldgico consiste en calcular la inmunidad
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humoral del huésped a partir de muestras de sangre, la leche entera, suero de la leche,
plasma seminal y/o exudado vaginal (Alton et al., 1988).

Actualmente, las pruebas serolégicas son el principal método de diagnéstico de la
brucelosis, a pesar de las deficiencias que presentan tanto en la sensibilidad como en la
especificidad, principalmente en ovejas y cabras vacunadas con cepas atenuadas de
Brucella, o animales procedentes de zonas de baja prevalencia (Alton et al. 1988;
Bercovich et al., 1999).

Debido a la similitud del antigeno de Brucella con otros microorganismos, en particular
Yersinia enterocolitica O:9 (Kittelberger et al., 1995), hay un problema de diagndstico
(Cutler et al., 2005). Debido a las limitaciones del diagnostico directo, la serologia se
convierte en la herramienta mas util de diagnéstico (Serra et al., 2004;. Nielsen et al.,
2005). Las pruebas laboratoriales mas importantes utilizadas en el diagndstico serologico
de la brucelosis son el Rosa de Bengala (RB), fijacibn del complemento (FC),
inmunodifusion en agar (IGDA), inmunodifusion radial en gel (RID) y ELISA (Nielsen,
2002).

El Rosa de Bengala y la fijacion del complemento son las pruebas mas utilizados en el
diagnéstico de la infeccion por B. melitensis (Kirovski et al., 2005;. Garin-Bastuji et al.,
2006). El RB se utiliza como prueba de "screening" mientras que la FC se utiliza como
test de confirmacion. Son las pruebas reconocidas internacionalmente por la OIE (2008).

8. 6. 1 Test del Rosa Bengala (RB)

El rosa Bengala es una prueba de facil realizacion y bajo costo que permite procesar un
elevado numero de muestras. Es una prueba de caracter cualitativa que clasifica los
animales como positivos 0 negativos. El RB es una prueba con elevada sensibilidad
aunque su especificidad no es tan elevada principalmente en la diferenciacion entre
animales infectados de forma natural o aquellos vacunados con Rev-1 (Bercovic et al.,
1998).

8. 6. 2 Prueba de fijacion de complemento (FC)

La prueba de FC es el mas utilizado para el diagnostico confirmatorio de la brucelosis en
diferentes especies animales, especialmente la causada por B. melitensis en pequefios
rumiantes (Blasco et al., 1994a). Esta prueba es de gran utilidad para confirmar los casos
de animales positivos a la prueba del RB (Crespo et al., 1994; Blasco et al., 2002b). La
sensibilidad de la prueba de FC ronda el 88% con una alta especificidad (100%) (Garin-
Bastuji, 1993b). Los inconvenientes de esta prueba son: 1) subjetividad en la
interpretacion de titulos bajos, 2) compleja variabilidad de los reactivos, 3) dificultad
técnica, 4) no funciona correctamente con sueros hemolizados que puede coagular
durante la inactivacion, 5) necesidad de una elevada cantidad de reactivos, 6) la
actividad anticomplementaria de algunos sueros (ausencia de hemolisis en el pozo
corespondiente al determiando control, frecuente en sueros de ovinos y caprinos), 7)
dificultad para distinguir animales infectados de vacunados recientemente con la vacuna
Rev-1, ya que detecta IgM y IgG1l y 8) existencia del fendmeno de pre-zona,
caracterizado por reacciones negativas en las diluciones mas bajas de suero (por exseso
de anticuerpos) (Blasco, 2001b, 2002b). Este fendmeno parece depender de la
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concentracion de suero de 1gG2, que tiene una baja capacidad para fijar el complemento
(McNaught et al., 1977).

8. 6. 3 Ensaios Imunoenzimaéaticos - ELISA

La técnica de ELISA se caracteriza por su elevada sensibilidad y especificidad. Emplea
una pequefa cantidad de suero y da buenos resultados aun en presencia de hemodlisis.
Existen varios tipo de ELISA para el diagnostico de Brucella spp. como son el ELISA
indirecto o el ELISA competitivo (Jaques et al., 1998). Para la deteccion de anticuerpos
contra Brucella spp. en suero o la técnica ELISA indirecta para la deteccion de
anticuerpos Anti Brucella abortus en leche, tambien denominada prueba del anillo (PA)
(en inglés, ring test). La PA es un método eficaz y poco costoso para la deteccion de
brucelosis en rebafios lecheros, sin embargo, la principal limitacion es el factor de
dilucién que ocurre en los grandes rebafios lecheros con grandes cantidades de leche
gue se almacenan en los tanques de recoleccién y las reacciones falsas positivas como
resultado de vacunaciones con cepa 19, periodo de lactacion, condiciones ambientales o
infecciones no especificas (Nicoletti, 1994).

8. 6. 4 Prova de inmunodifusion en agar (AGID)

Esta prueba se basa en la utilizacion del lipopolisacérido (LPS) y del hapteno nativo (NH)
de la pared celular de las cepas lisas de Brucella como antigenos. Permite la deteccion
de anticuerpos en sueros de animales con infeccion activa los cuales representan un
potencial de riesgo epidemiolégico, permitiendo la diferenciacion de los animales
infectados de los vacunados con Rev-1 (Blasco et al., 1984; Poeta, 2002b). En el caso de
los animales infectados, las lineas de precipitacion aparecen en duplicado (linea de
precipitacion para LPS y NH) mientras que en los animales vacunados s6lo muestra la
precipitacion en linea de los LPS (Aragon et al., 1996).

8. 6. 5 Imunodifusiéon radial

Esta prueba utiliza el hapteno nativo (NH) y el polisacarido B como antigenos los cuales
son colocados en gel de agarosa. El suero problema es colocado en pozos realizados en
el mismo gel. La reaccién positiva se verifica en el caso de aparecer una linea de
precipitacion alrededor de los pozos, entre las 2 a 6 horas de incubacion a temperatura
ambiente (Jiménez Bagués et al., 1990).

8. 7 Diagnostico alérgico

La deteccion de una reaccion de hipersensibilidad mediada por células, o de tipo
retardado (tipo IV) que se produce en los animales infectados después de la inoculacion
de un alergeno brucélico se puede utilizar en el diagnéstico de la brucelosis ovina con un
éxito relativo (Blasco et al., 1994b). El diagnostico se debe utilizar como una prueba
adicional para pruebas seroldgicas, siendo recomendados como util para la confirmacion
de los rebafios no infectados (Bercovich, 1999; Garin-Bastuji et al., 1997).

8. 7. 1 Test de la brucelina

Los antigenos citoplasmaticos de Brucella spp., también conocidos como brucelinas
fueron utilizados con éxito variable en el diagnostico de la brucelosis ovina y caprina
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(Blasco et al., 1994b;. Deonel et al., 1997). Los brucelinas mas importantes utilizados en
la actualidad son "brucellina INRA", producido por la estacién patolégica de la
reproduccion ("Station de Pathologie de la reproduccion™) en Francia, preparado a partir
de la cepa B-115 de B. melitensis. Esta esta constituida por proteinas monosacéaridos, y
el alérgeno F (que consiste en un extracto celular de fracciones proteicas de bajo peso
molecular, polipéptidos, aminoacidos y polisacéaridos), desarrollado en la Republica
Checa por el Instituto Veterinario Central de Praga ("Instituto Veterinario Central de
Praga ") (Deonel et al., 1997; Pouillot et al., 1997).

8. 8 Test del gamma-interferén

La deteccion in vitro de células mediadoras inmunitarias (ensayos de transformacion y
proliferacién de linfocitos) no es muy eficaz para ser aplicado para el diagnéstico de
rutina de brucelosis. Sin embargo, en la Ultima década, el reconocimiento del papel de
algunas citoquinas como gamma-interferén en la inmunidad contra agentes intracelulares
permitié el desarrollo de test in vitro para el diagnostico (Nicoletti et al., 1990).

9. Control y erradicacion de la brucelosis en pequefios rumiantes

En la Unién Europea asi como en otras partes del mundo, el mecanismo esencial para
garantizar la conservacion y fomento de la cabafia de ovinos y caprinos pasa por la
elaboracion de programas de control y erradicacion de la brucelosis por parte de las
entidades gubernamentales. El objetivo principal de estos planos es la erradicacion de la
brucelosis para garantizar amplias zonas libres de esta enfermedad asi como mejorar de
la productividad de las explotaciones. Generalmente, estos programas cuentan con
ayudas gubernamentales tanto para su ejecucion como para la compensacion a los
ganaderos afectados por los animales infectados. Ademas, el hecho de la brucelosis ser
una zoonosis, la aplicaciéon de estos programas permite controlar y/o reducir los casos de
brucelosis en humanos. Cabe destacar que esta prohibida toda intervencion terapéutica
para tratar la brucelosis ovina y/o caprina

9. 1 Profilaxia sanitaria

Se puede considerar como profilaxia sanitaria al conjunto de medidas que tienen como
objetivo la erradicacion de la brucelosis. Estas medidas incluyen el registro de la
explotacién ganadera, identificaciéon animal, control de la movimentacién animal, métodos
de diagnéstico, sistema de almacenamiento de los datos, servicios laboratoriales,
clasificaciones sanitarias de los rebafios, politica de vacunacién o eliminacion de los
animales positivos entre otras (Minas, 2006).

La profilaxia sanitaria se basa en la aplicacion de planos de erradicacion los cuales
consisten en el diagndstico seroldgico a partir de una una muestra de sangre de toda la
cabafa de pequefios ruminantes. Los métodos de diagnéstico oficiales utilizados son los
test de Rosa de Bengala y de Fijacién de Complemento. En el caso de apariciéon de
animales positivos, estos son sacrificados de forma obligatoria siendo el ganadero
indemnizado. Posteriormente, en el matadero, se procede a la observacion del animal
para verificar la existencia de lesiones caracteristicas asi como a la toma de muestras
para identificacion del agente.

Relativamente a las explotaciones ganaderas con animales positivos, son efectuadas un
conjunto de medidas tanto para determinar el origen de la infeccion como para evitar su
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diseminacion a otras explotaciones. Estas medidas son: abate de los animales positivos
lo mas rapidamente posible, informacion al ganadero de la presencia de la enfermedad
en la explotacion, restriccion de la movimentacion del ganado, realizacion de una
encuesta epidemiolégica para averiguar las causas de la infeccién y realizacion de varias
pruebas seroldgicas en un intervalo legalmente definido hasta la obtencion de dos o mas
resultados negativos consecutivos. Ademas de estas medidas, en el caso de rebafios
positivos, debe ser determinada la hipotesis de realizar un vacio sanitério de la
explotacién.

Como medidas preventivas y/o complementarias, los ganderos deben aislar las hembras
durante la época de partos, efectuar una correcta higienizacibn de las instalaciones
ganaderas asi como mantener una elevada higiene personal para disminuir la
probabilidad de diseminacion de la enfermedad y/o disminuir el riesgo de infeccion
zoongética (Alton, 1985a; 1990; Garin-Bastuji, 1993a). En resumen, el agricultor deve
estar informado de las ventajas y/o obligatorieadad de las campafias de saneamento
bien como de los beneficios econémicos y eliminacion del riesgo de infeccion para el
ganadero (Reviriego et al., 2000), Una de las principales barreras de los planos de
erradicacion es la asociada al hecho de que muchos de los ganaderos poseen un nivel
cultural bajo y poca sensibilidad para las pérdidas econdémicas causados por la
enfermedad (Lithg-Pereira, 2001). Asi, la formacion de los ganderos para la correcta
aplicacion de buenas praticas y medidas de bioseguridad seria ideal (WHO, 1986).

9. 2 Profilaxia médica

A pesar de la aplicacién de los planos de erradicacion son una herramienta fundarnental
en la disminucién de la brucelosis en los pequefios rumiantes, su aplicacion vy eficacia
disminuye en condiciones de elevada prevalencia de la brucelosis. De esta forma, es
necessario implementar um programa vacunal, junto al diagnostico serolégico, que
permita disminuir la prevalencia de la brucelosis.

A pesar de existir varios tipos de vacunas (Banai, 2002), la vacunacién con Rev-1 es
considerada como uno de los métodos mas eficaces para controlar la brucelosis de los
pequefios rumiantes (Nicoletti 1990, Zinsstag et al., 2007). Actualmente, la vacuna B.
melitensis Rev-1 es la mejor vacuna disponible contra la brucelosis aunque presenta
varios efectos adversos como son: interferencia con el diagndstico seroldgico a través del
test de rosa bengala y del test de la fijacion de complemento, secrecion en la leche
cuando es aplicada en animales adultos y por ultimo, es infectante para las personas
(Blasco 1997, Garin-Bastuji et al., 1998). Segun Blasco (2001), la vacunacién de la
totalidad de la cabafia de pequefios rumiantes es la medida mas acertada para combatir
la brucelosis en areas y/o paises con elevadas tasas de prevalencia. Sin embargo, la
reduccion en la prevalencia asociada a la vacunacién con Rev-1 depende de las
diferentes caracteristicas del rebafio (Coelho et al., 2013).
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