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RESUMEN

La brucelosis por Brucella suis es una enfermedad infecto-
contagiosa que produce grandes pérdidas econémicas en la
industria porcina y tiene gran impacto sobre la salud publica
por tratarse de una zoonosis. Aqui se describe un brote de
brucelosis en un criadero intensivo de cerdos en la
provincia de Buenos Aires. Se sangraron todos los animales
de la piara para realizar las pruebas de Antigeno bufferado
en Placa (BPA), test de aglutinacién en tubo (SAT) y
2-Mercaptoetanol (2-ME) y se efectud el estudio histopato-
16gico, inmunohistoquimico y microbiolégico de las muestras
de tejidos obtenidos de la necropsia de uno de los fetos
abortados y su placenta. La incidencia de abortos alcanzo el
4,2% y el 32% de animales fueron seropositivos. En el feto y la
placenta no se observaron lesiones macroscopicas, histologi-
camente se evidencié la presencia de neumonia intersticial
y placentitis linfoplasmocitica. Se aislé B. suis del contenido
estomacal, pulmén fetal y placenta. Mediante inmunohisto-
quimica se detectaron antigenos de Brucella spp. en el tejido
pulmonar. Estos hallazgos permiten concluir la presencia de
infeccién activa por B. suis. Si bien la enfermedad es cono-
cida por los productores frecuentemente es subestimada y no
se aplican las medidas necesarias para evitar su ingreso a las
piaras comerciales.
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SUMMARY

Abortion outbreak due to Brucella suis in a swine farm in
the province of Buenos Aires (Argentina).

Brucellosis is an infectious disease that causes great economic
losses in to the porcine industry and has a great impact on
public health due to its zoonotic potential. This article
describes an outbreak of brucellosis in an intensive pig farm.
All animals in the herd were bled for examination and the sera
were subjected to Buffered Plate Antigen (BPA), Standard
Agglutination Test (SAT) and 2-Mercaptoetanol tests (2-ME).
We performed the necropsy on one of the aborted fetuses
and placenta. The obtained samples were subjected to
microbiological, histopathological and immunohistochemical
studies. The incidence of abortions reached the 4.2% and
32% of animals were seropositive. There were no significant
gross lesions in the fetus or placenta but, microscopically they
evidenced mononuclear placentitis and interstitial pneumonia.
Brucella suis was isolated from fetal lung, stomach contents
and placenta. Immunopositivity for Brucella spp. was detected
in fetal lung tissue by immunohistochemistry. These findings
allow us to conclude the presence of active infection with
B. suis in the herd. Despite the fact that the disease is known
by swine producers, it is often underestimated and the neces-
sary measures to prevent the spread of the disease in com-
mercial herds are not applied.

La brucelosis es una enfermedad infec-
tocontagiosa de distribucion mundial
que afecta tanto a animales domésti-
cos como silvestres y al hombre!s 22,
Brucella suis es el agente causal de la
brucelosis porcina® 2 24, Esta enferme-
dad puede ser un problema serio pero
no reconocido actualmente en muchos
paises?:. En Argentina no existe un
programa de control para la brucelosis
porcina y su verdadera situacién epide-
miolégica es desconocida®. Existen 5
biovariedades de B. suis aunque solo
la 1, 2 y 3 son capaces de infectar a
cerdos®, siendo las biovariedades 1

y 3 las mas especificas de esta espe-
cie zoonGticas?. La manifestacion inicial
mas importante de la brucelosis en una
piara son los abortos y el incremento
de la mortalidad perinatal®¢2t. En
los machos puede producir orquitis
y eventualmente afectar las glandulas
sexuales accesorias®?, siendo la eli-
minacion seminal frecuente, incluso en
ausencia de signos clinicos? 8, La en-
fermedad se transmite por el material
infeccioso de los abortos, las secrecio-
nes uterinas o el semen infectado%2.
La principal via de infeccion es la oral,
por la ingestién de fetos abortados, lo-
quios y alimentos contaminados?'. En
la difusion de la enfermedad adqui-

1de5

ere importancia la transmision venérea
siendo el empleo de semen contamina-
do una fuente importante de infeccion,
tanto en el servicio natural como en la
inseminacion artificial (IA)?. Las hem-
bras infectadas pueden trasmitir verti-
calmente la infeccién a sus lechones
por via transplacentaria o galact6fora®.
Si bien la infeccién en estos casos
suele ser temporal, algunos animales
pueden permanecer infectados trans-
formandose en portadores cronicos?.
La infeccién por B. suis puede propa-
garse de un animal infectado al 50%
de los animales de la piara en pocos
meses pudiendo llegar la tasa de in-
feccion hasta el 80%" %°. El periodo de

69



incubacion de la enfermedad es rela-
tivamente largo y depende del estado
fisiologico de los animales®. En zonas
endémicas, la infeccion puede presen-
tarse en forma subclinica por lo que
sin un monitoreo serolégico previo, la
enfermedad en la piara puede pasar
desapercibida durante mucho tiempo?*.
La erradicacion de la brucelosis del
establecimiento requiere de la identi-
ficacion de los animales enfermos, su
progresiva eliminacion y el reemplazo
con animales no infectados®2°.

En este articulo se describe un brote
de abortos producido por Brucella suis
biovar 1 en un criadero de cerdos inten-
sivo de la provincia de Buenos Aires.

Materiales y métodos

Antecedentes

El brote ocurrié en un establecimiento
ubicado en el partido de General Pu-
eyrredon en la provincia de Buenos
Aires, que contaba con un plantel de
118 hembras hibridas en produccién
y 6 padrillos en servicio natural. En la
maternidad las hembras eran manteni-
das en jaulas individuales sobre piso
de cemento. Los padrillos eran man-
tenidos en boxes individuales donde
las hembras eran conducidas durante
el servicio. Los animales ingerian
un alimento balanceado comercial,
elaborado a base de grano de maiz,
expeler de soja, afrechillo y un nadcleo
vitaminico-mineral. El agua se adminis-
traba mediante un sistema de chupetes
individuales. Todo el plantel recibia una

Figura 1.
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dosis de vacunas para prevenir la lepto-
spirosis y la parvovirosis pre-servicio.

Necropsia

A requerimiento del productor el
Servicio de Diagnostico Veterinario
Especializado del INTA Balcarce pro-
cesé un feto de aproximadamente 75-
100 dias de gestacién y su placenta.
Durante la necropsia se recolectaron
muestras de tejidos para andlisis bac-
teriologico, histopatolégico e inmuno-
histoquimica.

Cultivo bacteriolégico

Las muestras de pulmoén, contenido
estomacal y placenta fueron cultivadas
en placas agar Sangre Columbia (ASC)
(Oxoid Ltd, Wad Road, Basingstoke,
UK) con 5% de sangre bovina desfi-
brinada estéril, agar Skirrow con anti-
biéticos (ASK) 31 y agar McConkey (MC).
Las placas de ASC se incubaron en at-
mosfera con 10% CO2, las de ASK en
microaerofilia y las de MC en aerobio-
sis. La temperatura empleada en todos
los casos fue de 37 °C y los tiempos
de incubacién fueron de 24h, 48hy 7
dias para las placas MC, ASC o ASK,
respectivamente. Los aislamientos bac-
terioldgicos obtenidos fueron identi-
ficados hasta género por las técnicas
microbiol6gicas de rutina® y posterior-
mente enviados al Instituto Carlos G.
Malbran para la identificaciéon de espe-
cie y su tipificacion. Todos los proced-
imientos de laboratorio se realizaron
en una cabina de seguridad biolégica
tipo A Il en un laboratorio con nivel de
bioseguridad 2.

Histologia e inmunohistoquimica
Las muestras de pulmén, encéfalo,
ganglios linféaticos, corazén, timo,
rifién, higado, bazo, adrenal y placenta
fueron fijadas en formol 10%, deshi-
dratadas y embebidas en parafina en
forma rutinaria. Posteriormente las
secciones de 4-5 ym fueron colorea-
dos con hematoxilina-eosina. Se re-
gistraron los cambios histologicos y se
clasificaron las lesiones. Los cortes de
pulmén fueron ademéas examinados
mediante la técnica de avidina biotina
(ABC), siguiendo una metodologia ya
descripta?. Para ello se utiliz6 un an-
ticuerpo primario policlonal (antisuero
B. abortus, Difco Lab., Detroit, Michigan,
USA) a la dilucién 1:200, incubado du-
rante 45 min a 37° C con tejidos con-
troles positivos y negativos.

Serologia

Se obtuvieron muestras de sangre
entera por puncién de la vena auricu-
lar. Las muestras fueron centrifugadas
y los sueros separados en alicuotas de
2 mL. Para la deteccién de anticuerpos
anti-Brucella se realizaron las pruebas
de antigeno bufferado en placa (BPA),
seroaglutinacion lenta en tubo (SAT),
2-mercaptoetanol (2-ME)?. La prueba
de BPA fue realizada siguiendo las
recomendaciones de SENASAS. Los re-
sultados fueron expresados como posi-
tivos o0 negativos. Las pruebas de SAT
y 2-ME fueron realizadas en paralelo
como describen Alton et al*. Los sueros
con titulos 21:100 a SAT y/o cualquier
reaccion en la prueba de 2-ME fueron
considerados positivos.

Microfotografia de pulmén porcino con neumonia intersticial mixta, con abundante celularidad en el intersticio del érgano (flecha) e

hiperemia (40X, H/E).
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Figura 2.
Microfotografia de placenta porcina. Se observa placentitis linfoplasmocitica severa con importante infiltrado mononuclear (flechas) en
el corion e invasion bacteriana por la autélisis (*) (40X, H/E).

Figura 3.
Microfotografia de sitios de inmunomarcacién antigénica de Brucella spp. detectados por inmunhistoquimica en pleura pulmonar
(flechas) (ABC, 100X).
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Resultados

El episodio de abortos afectdé a 5 cer-
das (4,2%) adultas (de 22 a 52 paricién)
de las 118 existentes en el término
de un mes. Ninguna de las hembras
afectadas manifestd signologia previa
a los abortos y no se registré retencion
de placenta. Se obtuvo el aislamiento
en pureza de B. suis de los cultivos
de contenido estomacal, pulmoén fetal
y placenta materna. Los aislamientos
obtenidos fueron tipificados como B. suis
biovar 1-A por el servicio de brucelo-
sis del Instituto de salud “Dr. Carlos G.
Malbran”, Buenos Aires, Argentina. No
se observaron alteraciones macros-
copicas a la necropsia fetal aunque si
severa autolisis. Los principales hallaz-
gos microscopicos fueron: neumoniain-
tersticial mixta (Figura 1) caracterizada
por infiltrado de linfocitos y macréfagos
a nivel de los septos inter-alveolares y
areas focalizadas del parénquima con
abundantes polimorfonucleares neu-
trofilos. Se observd ademas pericardi-
tis linfocitaria con abundante infiltrado
celular mononuclear entre las fibras
colagenas del tejido y placentitis linfo-
plasmocitica severa con marcado infil-
trado coriénico y autdlisis de las células
trofoblasticas (Figura 2). Otros hallaz-
gos fueron la presencia de meningitis
linfocitica leve y focos hemorragicos
en la corteza adrenal. Todos los tejidos
mencionados evidenciaban signos de
autolisis.

Mediante la técnica de Inmunohisto-
quimica (IHQ) se observd, en el pul-
moén fetal, marcacion para antigenos
de Brucella dispuestos principalmente
en el interior de células macrofagicas
alveolares, aunque también se observé
presencia de antigeno brucelar extra-
celular en los septos inter-alveolares y
en la pleura (Figura 3).

En las pruebas serologicas 79/124
animales resultaron positivos a BPA
(63%). De estos, 40 fueron positivos
a SAT>1/100 o 2-ME+ (32,2%). Todas
las cerdas serorreactoras eran de
32 a 52 paricién. Cuatro de los 6 pa-
drillos del criadero resultaron serol6gi-
camente positivos presentando uno de
ellos orquitis clinicamente detectable.
El suero de la cerda abortada, resultd
positivo a la prueba de BPA, con titulo
de 1/200 para SAT y 2-ME.

Discusion y conclusiones

El aislamiento de B. suis biovar 1A a
partir de las muestras fetales y pla-
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centa junto a los resultados seroldgi-
cos permiten confirmar el diagndstico
de brucelosis en la piara. En la biblio-
grafia se mencionan hallazgos ma-
croscopicos en los fetos abortados
por B. suis como edema subcutaneo,
especialmente en la region umbilical
y abundante contenido liquido en las
cavidades®. En el presente caso, no
se observaron dichas alteraciones
posiblemente como consecuencia de
la severa autdlisis. Histolégicamente,
los abortos por Brucella spp se ca-
racterizan por presentar poliserositis y
bronconeumonia?®, aunque en bovinos
se menciona a la neumonia intersti-
cial en abortos tempranos, en coinci-
dencia con los hallazgos del presente
trabajo®. Las células trofoblaticas pla-
centarias suelen ser el primer blanco
de Brucella spp por lo que general-
mente se las encuentra tumefactas
y con abundantes cocobacilos en su
citoplasma®?°. En el presente trabajo,
la lesion placentaria observada fue de
tipo linfoplasmocitica y si bien se des-
cribe la presencia de exudado mixto
infiltrando en el corion, necrosis, ede-
ma, deposicion de fibrina y en algunos
casos vasculitis?, es factible que las
mismas fueran enmascaradas por la
severa autolisis presente.

La técnica de inmunohistoquimica
reveld la presencia del microorganis-
mo a nivel pulmonar, tanto extracelular
como intracelular siendo caracteristi-
cas de las infecciones por Brucella®®.
Brucella spp. son microorganismos
patdégenos intracelulares facultativos
gue se introducen en células fagociti-
cas (neutrdfilos, macrofagos y células
del trofoblasto) e inhiben los mecanis-
mos de lisis de dichas células favore-
ciendo su supervivencia y replicacion®26.
Los hallazgos de la IHQ son similares
a los publicados para bovinos, cabras,
ovejas y ratones infectados con otras
especies de Brucellat®®32, El diag-
néstico serolégico de la piara indica
una alta difusién del agente en la po-
blacion dentro del establecimiento con-
firmando su facil diseminacion™® y la
alta tasa de contagio.

El aborto por B. suis puede producirse
en cualquier momento de la gestacion?
aunque se menciona que no deben
esperarse altas tasas de abortos como
seria el caso de B. abortus siendo en
cambio tipico el nacimiento lechones
débiles y mortinatos®. Tanto el biovar 1
como el 3 de B. suis son patégenos
para los humanos?, siendo el primero
el que ocasiona mayor dafio clinico en
los pacientes®®. La biovar 2 difiere en su

comportamiento epidemiolégico dado
que posee otro rango de hospedadores
y su distribucidon geografica es limita-
da'. En Argentina, de 367 aislamientos
positivos de Brucella spp provenientes
de casos humanos realizados entre los
afios 1994 y 2006; 144 (39,2%) cor-
respondieron a B. suis, siendo el biovar
1 el mas frecuentemente aislado?’.

Si bien la brucelosis porcina ha sido
estudiada desde los afios 40 en nuestro
pais, los registros de casos clinicos na-
turales son escasos y se desconoce
cual es la situacion epidemiolégica
actual de la enfermedad. Entre 1960
y 1980, diversos estudios han mencio-
nado que la prevalencia oscilé entre el
14,2 y el 25%?". Castro et aP analizaron
325 sueros de animales faenados de
las provincias de La Pampa y Buenos
Aires, registrando 17,8% positivos a
BPA, el 13,8% positivos a SAT y el 8%
positivo a 2-ME. En la provincia de
La Pampa, sobre un total de 2716
sueros analizados de 156 estable-
cimientos porcinos, se determind una
prevalencia del 5,7% y 15,4% positi-
VoS, respectivamente’®. La mayor can-
tidad de serorreactores se registré en
establecimientos de areas suburbanas
en las cuales los productores poseian
animales para consumo propio o para
abastecimiento local?’. En contraste, en
el presente caso, el brote fue detectado
en un establecimiento comercial lo que
representa una evidencia real del pro-
blema, aun en sistemas intensivos. La
vacunacion es una alternativa que ha
sido probada para controlar de la
enfermedad en otros paises!? pero en
Argentina no estan disponibles vacu-
nas para tal fin. La erradicacién de la
brucelosis porcina requiere la identi-
ficacion de los animales enfermos y
su eliminacién®® ademéas es esencial
el control de los verracos debido al
papel crucial que estos cumplen en
la difusion de la enfermedad tanto en
sistemas con servicio natural o insemi-
nacion artificial*!2. Debe contemplarse
gue nuestro pais no cuenta con un pro-
grama oficial de control y, puesto que
todos los estudios efectuados hasta la
fecha son regionales, se desconoce la
prevalencia de la brucelosis porcina a
nivel nacional. Son esenciales futuros
estudios para determinar cual es la
situacion sanitaria real respecto a esta
enfermedad de las piaras comerciales
en Argentina.

Ala Dra. Nidia Lucero del “Instituto Carlos G. Malbran”, que efectud la tipificaciéon de la cepa aislada.
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