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INTRODUCCION

La Brucelosis caprina es una enfermedad infecto-contagiosa, crénica
producida por Brucella melitensis, bacteria que fuera aislada por primera vez
en 1887 por Bruce a partir de muestras de bazo de soldados enfermos en la
isla de Malta. (Alton, 1990; Crespo Ledn, 1993; Radostitis y col., 1994).

Brucella melitensis, tiene al caprino y al ovino como sus huéspedes naturales,
pero al ser la especie de brucella mds inespecifica del género, puede infectar
una gran cantidad de otras especies animales y entre ellos al ser humano,
siendo la causante de la Fiebre ondulante o Fiebre de Malta (Acha y
Szyfres, 1986; Alton, 1990).

La brucelosis afecta fundamentalmente caprinos sexualmente maduros,
siendo el principal sinfoma en la hembra el aborto en el dltimo tercio de la
gestacion y orquioepidimitis en el macho (Alton, 1990; Crespo Ledn, 1993).

La enfermedad tiene una amplia distribucion mundial, siendo endémica en
todos los paises europeos y africanos de la cuenca del Mediterrdneo, paises
del Medio Oriente, Latinoamérica, centro y oeste de Asia y esporddicamente
en paises de Africa e India (Alton, 1990; Crespo Leodn, 1993).

En la Argentina, si bien hay publicaciones respecto a la presencia de
brucelosis en caprinos en diferentes regiones del pais (Cedro y col, 1962;
Camberos y Colina, 1977; Spath y col. 1979; Condron y col. 1980; Gonzdlez
Tomé y col. 1995; Molina y col. 1997; De Gea y col. 1998; Russo y Monzdn,
1998; Aguirre y col. 1999; Robles y col. 1999; Gaido y col. 2008) al presente
no se tiene una idea clara sobre su distribucion ni de su prevalencia segin
regiones o provincias.

Del andlisis de los escasos trabajos publicados y la informacion surgida del
procesamiento de muestras para diagnéstico enviadas a diferentes
laboratorios del pais, podria decirse que a excepcién de la Regién Patagénica,
donde nunca se ha detectado la enfermedad en forma clinica o a través de
andlisis seroldgicos, B. melitensis estaria presente en el resto del pais, con
bajas prevalencias en el NOA y con prevalencias mayores en provincias como
Mendoza, San Juan, La Rioja, Catamarca, Cérdoba, etc.

De las provincias antes mencionadas Mendoza es la que mds ha avanzado en el
diagndstico y control de la enfermedad. En un muestreo realizado en el
departamento de Lavalle sobre 105 puestos de criadores de caprinos y 2050
cabras muestreadas resultaron un 42% de puestos infectados y un 12.5% de
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animales positivos al BPA (datos inéditos). Recientemente se realizé un
relevamiento provincial, en el cual se procesaron 8377 muestras de suero
pertenecientes a 566 puestos. El 28.1% de los establecimientos resultaron
positivos con prevalencias a nivel de predio que variaron entre un 6.7% a un
80%. El 5.7% de los sueros procesados resultaron positivos a la prueba de
BPA. Se encontraron grandes diferencias entre las 5 regiones en que fue
dividida la provincia para dicho estudio. En esta misma provincia, se han
recopilado datos sobre brucelosis humana, los cuales estdn en correlacion con
la presencia de la enfermedad en caprinos (Robles y Col, 2006).

CARACTERISTICAS DEL AGENTE

B. melitensis es un coco bacilo pequeiio, Gram negativo del cual se conocen 3
biotipos (1, 2 y 3). El tamafio del genoma es de aproximadamente 3.1 x 10°
pares de bases y esta organizado en 2 cromosomas. Esta bacteria tiene la
habilidad de multiplicarse dentro de las células fagocitarias del sistema

inmune de su huésped, lo cual estd en estrecha relacién con la estructura y
fisiologia de la bacteria.

Al igual que otras bacterias Gram negativas, ademds de la membrana
citoplasmdtica, posee una compleja envoltura celular, compuesta por un

espacio peripldsmico y una membrana externa como puede apreciarse en
forma esquemdtica en la figura 1.

Figura 1: Esquema de la estructura de la envoltura de B. melitensis donde
pude observarse la distribucion de los principales componentes de la misma
(Adaptado de Moriyon y Lépez Gofii, 1994).
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Principales componentes estructurales de la membrana externa de
Brucella

1. Lipopolisacarido (LPS) El LPS estd compuesto por tres elementos: el
Lipido A, el Nicleo y la Cadena O. Estos tres elementos se encuentran en la
parte externa de la bacteria.

El LPS, basicamente su Cadena O, es la estructura que tiene caracteristicas
antigénicas por lo que es capaz de generar una respuesta inmune y es la que
interviene en la reaccion antigeno anticuerpo cuando se realizan las pruebas
serologicas diagndsticas como el BPA, Rosa de Bengala, ELISA, etc.

El hecho de que el LPS sea una estructura presente no solo en las Brucellas
lisas (abortus, melitensis y suis) sino también en la mayoria de las bacterias
Gram negativas, como: Yersinia enterocolitica, Salmonella grupo N, Vibrio
cholerae, Escherichia coli, Escherichia hermannii, Pseudomona maltophilia, y
Francisella tularensis, explica la existencia de las reacciones cruzadas entre
Brucella y las bacterias antes mencionadas, que eventualmente pueden
confundir el diagndéstico.

2. Haptenos nativos y Polisacarido B (HN y Poli B): Estas estructuras estdn
compuestas bdsicamente por una cadena de polisacdridos semejantes a la
Cadena O del LPS, pero no estdn unidos a otros azlcares o al lipido A.

3. Proteinas de la membrana externa: (PME) Estas proteinas se las
clasifica en como del grupo 1, grupo 2, grupo 3, lipoproteinas y proteinas
menores.

Varias de estas proteinas, han demostrado ser de utilidad como antigenos para
ser utilizados en pruebas diagndsticas y también como inmunogénos para el
futuro desarrollo de vacunas subcelulares que no interferirian con las pruebas de

diagnoéstico mas usuales.
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PATOGENESIS DE LA INFECCION

1. Ingreso del agente al organismo (infeccion primaria)

B. melitensis ingresa al organismo animal a través de las membranas mucosas
lo que le permite llegar a la submucosa, donde entra en contacto por primera
vez, con el sistema inmune, generdndose una reaccién inflamatoria aguda
donde la bacteria puede ser rechazada por el organismo o por el contrario
progresar hacia la préxima etapa.

2. Localizacion primaria (Infeccion de los ganglios linfaticos locales)

Las Brucellas que logran escapar del sistema inmune en la submucosa, via el
drenaje linfdtico, llegan hasta los ganglios linfdticos de la regidn entre los 4 y
10 dias post infeccion. Como la via mds comin de entrada de B. melitensis es
la via oral/digestiva, los ganglios del cuello y cabeza son los que generalmente
se infectan al inicio. Los ganglios linfdticos infectados se encuentran
aumentados de tamafio debido a la hiperplasia linfoidea y reticulo endotelial y
a la infiltracion de células inflamatorias.

3. Bacteriemia (Fase de dispersion)

Si el organismo falla en destruir las Brucellas en los ganglios linfdticos, se
establece una infeccion persistente y la posibilidad de que las bacterias
escapen del ganglio, pasen a la sangre (bacteriemia) y se dispersen por todo
el organismo.

Las Brucellas son capaces de vivir dentro de los leucocitos y utilizar a los
neutrofilos y macréfagos para protegerse de los anticuerpos humorales y de
los mecanismos celulares de accién bactericida, durante su dispersion a todo
el organismo via hematégena.

4. Localizacion secundaria (Infeccion del sistema genital)

A los 15 dias post inoculacién, B. melitensis puede ser aislada de bazo y entre
los 22 a 29 dias, se la puede aislar de ganglios linfdticos distales, ubre y
Utero gestante en la hembra. En el macho se la puede aislar de ganglios
linfdticos, testiculos, epididimos y gldndulas sexuales accesorias. Lograda la
infeccion del Utero y la placenta, el desenlace mds frecuente de esta etapa
serd el aborto, signo tipico de la enfermedad.
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CLINICA Y PATOLOGIA

Tanto en la hembra como en el macho B melitensis se localiza
fundamentalmente en el tracto reproductivo y ganglios linfdticos, pero
también puede hacerlo en sistema hervioso central, médula ésea, ubre,
huesos, corteza renal y membranas sinoviales. Estas Brucellas localizadas,
generalmente producen lesiones focales de tipo granulomatosas compuestas
bdsicamente por macrdfagos, linfocitos, células plasmdticas y neutréfilos, con
necrosis leves y raramente se observa fibrosis.

1. En la hembra

Los principales signos de la infeccién por B. melitensis en la cabra son el
aborto en el dltimo tercio de la gestacién, retencion de la placenta y el
nacimiento de cabritos débiles, que generalmente mueren en el peri-parto.
Esto produce una reduccion en el porcentaje de sefialada y un aumento de la
mortalidad perinatal. Se ha reportado que el aborto en cabras prefiadas se
produce entre 3 y 4 semanas después de haber sido infectadas
experimentalmente con altas dosis de B. melitensis. Las cabras infectadas
que han abortado, en los partos posteriores, aunque éstos sean normales,
seguirdn expulsando Brucellas al medio ambiente, a través de la placenta,
fluidos vaginales, leche, etc. La expulsion de Brucellas a través del fluido
vaginal puede extenderse hasta 2 o 3 meses después del aborto o parto. En la
placenta de una hembra infectada se pueden observar cotiledones afectados,
de color grisdceo y con distinto grado de necrosis y cotiledones totalmente
normales con el caracteristico color rojizo. También se puede observar
presencia de edema y engrosamiento de la membrana placentaria.

2. En el macho

La infeccién por B. melitensis puede producir en castrones (machos cabrios)
orquitis que cursa con inflamacién de las tdnicas vaginales y escroto
distendido por la presencia de un exudado hemorrdgico y/o fibrinopurulento.
También pueden estar afectados los epididimos siendo comun la presencia de
granulomas espermdticos. Brucella también es causal de procesos
inflamatorios en vesiculas seminales. El efecto de la infeccion por Brucella en
el tracto reproductivo del macho se refleja en semen de mala calidad que
finalmente se traduce en una pérdida temporal o permanente de la fertilidad.
También se han reportado higromas e inflamacién de articulaciones.
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3. En el feto

Los fetos abortados pueden estar en distinto grado de desarrollo y tener un
aspecto normal. En algunos casos podrd constatarse higado y bazo
agrandados y una cantidad anormal de liquido sanguinolento en cavidades.

La enfermedad en el humano: la enfermedad cursa con fiebre continua o
intermitente, pudiendo variar desde normal en la mafiana hasta 40°C en la tarde.
Este estado puede durar desde 2 a 3 semanas hasta varios meses.

Los sintomas mas comunes son escalofrios, sudores, astenia, fatiga y
adelgazamiento. El insomnio, la impotencia sexual, constipacion, anorexia,
cefalgias, artralgias raquialgias y dolores generalizados son también sintomas
comunes.

Entre las complicaciones mas frecuentes se pueden citar encefalitis, meningitis,
espondilitis, artritis supurativas y endocarditis, pudiendo llevar a la postracion del
individuo.

La terapéutica actual consiste en el tratamiento del paciente con aplicacion de
un combinado de antibidticos basado en el uso de la Doxiciclina en forma oral
mas Estreptomicina o Rifampicina en forma inyectable por un lapso de 30 a 45
dias 0 mas, segun la evolucién del paciente. Las dosis usuales, son:

Doxiciclina 1 comprimido de 100 mg cada 12 horas durante 42 dias. Rifampicina
1 cépsula de 300 mg cada 8 o cada 12 horas durante 42 dias. Estreptomicina 1
ampolla de 1gr. Intramuscular cada 24 horas durante 14 a 21 dias.

La brucelosis puede confundirse con la gripe, mononucleosis, hepatitis, fiebre
tifoidea, toxoplamosis, leptospirosis, endocarditis, osteomielitis y
meningoencefalitis, por lo que ante una sospecha de brucelosis es importante
realizar los diagnésticos diferenciales.

Se recomienda tanto a veterinarios como productores que puedan estar en
contacto con animales infectados, productos de abortos (fetos y placentas) o
manejo de la vacuna, contemplar medidas de proteccién adecuadas, usando
guantes, barbijo, lentes, mameluco o guardapolvos descartables, etc. En caso
de accidente por autoinoculacién o salpicadura con cepas vaccinales consultar
al médico para evaluar la necesidad de un tratamiento preventivo

Esta informacién ha sido provista por el Dr Jorge Wallach, Médico referente en
Brucelosis en Argentina, quien puede ser consultado en el Hospital Mufiz,
Uspallata 2272, Capital Federal. Tel: 011 4 305-1944 int. 233 0 011 4 345-0609.

EPIDEMIOLOGIA
1. Como ingresa la Brucelosis a un establecimiento libre?
El ingreso de la Brucelosis a un establecimiento puede ocurrir de varias

maneras, pero la mds relevante es sin duda la introduccién de animales
infectados. Ello puede ocurrir:

10
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(a) por el ingreso de cabras madres o castrones provenientes de puestos o
establecimientos infectados.

(b) por el préstamo de reproductores a otros puestos o establecimientos
infectados y reintroduccién de dichos animales sin pasar por un periodo de
cuarentena y sin la realizacion de los andlisis seroldgicos correspondientes.
(c) por el mal estado del alambrado perimetral los animales pueden salirse del
establecimiento, pasar a un establecimiento vecino y alli infectarse por
contacto con animales infectados o ingerir pastos o aguas infectadas.

(d) por la inexistencia del alambrado perimetral, los animales de varios
puestos o propietarios diferentes, pastorean en campos comunes. En este
caso, animales sanos de un propietario pueden entrar en contacto con
animales o dreas infectadas. Lo mds probable, es que hembras infectadas
aborten en campos de pastoreo comunes, infectando el campo y siendo ésta la
fuente de contaminacién para los animales sanos.

(e) La existencia de las “castronerias” es una costumbre difundida entre
productores caprineros de algunas regiones, que ante la falta de
instalaciones para separar las hembras de los castrones durante la época de
reposo sexual y hasta el inicio del servicio, un productor (el castronero) se
hace cargo de la cria y cuidado de los castrones durante la época de descanso
reproductivo a cambio de una paga o intercambio de bienes. En este periodo
se pueden contagiar los castrones entre si.

Evitar el contacto de los animales de diferentes productores o puestos. Para ello
es necesario la implementaciéon de alambrados perimetrales y en el caso de que
ya existieran, mantenerlos en buenas condiciones para evitar el pasaje de
animales entre puestos o establecimientos, tarea que no resulta sencilla, pués
los alambrados de uso comun, Utiles para contener a Bovinos, Ovinos y Equinos,
no son suficientes para detener a los Caprinos.

Evitar prestar o recibir prestado animales de vecinos o puestos que tengan la
enfermedad

Si se ingresan animales, hacerlo a partir de establecimientos libres de la
enfermedad. Si no hay establecimientos libres y se compra de un
establecimiento sin certificacion sanitaria, los animales comprados deberan ser
mantenidos en cuarentena en corral aislado del resto de los animales y hacerle
dos sangrados con una separacion de entre 30 y 45 dias antes de integrarlos al
hato.

1
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2. Como se disemina la infeccion una vez que ha ingresado al
establecimiento?

Una vez que la infeccion ha ingresado al establecimiento (usualmente a través
de animales infectados), lo primero que va a ocurrir es la contaminacién del
ambiente.

El ambiente se contamina a partir de las excreciones de los animales
infectados, como pueden ser los fetos abortados, cabritos muertos a las
pocas horas de hacer, las placentas de abortos o partos, el flujo vaginal que
descarga la hembra después del parto o aborto, por la leche de la cabra
infectada, por el semen del castron infectado, por la oring, etc.

Aqui es importante remarcar un concepto de fundamental importancia para
entender la dindmica de la enfermedad: dénde se reproducen o multiplican las
Brucellas?. La cabra prefiada, que se infecta y aborta es la "fdbrica" de
Brucellas, y en el momento del aborto, va a liberar al medio ambiente millones
de bacterias, como ya se dijo, a través del feto, envolturas fetales y flujo
vaginal. De esta manera se contaminan los pastos, aguas y suelos con
Brucellas, posibilitando asi que animales sanos se infecten al comer los pastos
o beber agua, que estdn en derredor o en contacto de placentas, fetos
abortados, cabritos muertos, etc.

Cuando se descubran en el campo fetos abortados, chivitos recién nacidos
muertos, placentas, etc. lo aconsejable es recolectarlos usando guantes
protectores o ante la falta de guantes usar una bolsa de nylon como guante para
evitar que la persona se contamine y enviarlos para diagnéstico (al veterinario o
al laboratorio). De no ser posible el envio a laboratorio, quemarlos o enterrarlos
bien profundo (para que no lo desentierren los perros u otros animales
carrofieros). En el caso de que esto ocurra en los corrales, ademas de recolectar
los fetos y placentas, lo ideal es limpiar los corrales retirando el guano,
previamente humedecido para evitar el polvillo, que es una fuente de
contaminacion para el ser humano y posteriormente desinfectar el corral
mojandolo con una regadera con algun desinfectante a base de cloro o fenoles.

3. Como se infecta un animal sano?

Como se dijo antes, posterior a un aborto, las Brucellas pueden estar en el
suelo, pasturas y agua.

Un animal sano se va a infectar entonces a partir de comer pasto
contaminado, beber agua contaminada y eventualmente al entrar en contacto
fisico con un feto abortado o una placenta, etc.

12
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Si bien en la mayoria de los casos la infeccidn se produce por la via digestiva,
la infeccién también puede ocurrir a través de la via aérea con ingreso del
agente por las mucosas ocular y nasal. En este caso las Brucellas son
vehiculizadas en el polvo (contaminado previamente) que se levanta en los
corrales al mover los animales. Mds dificil de que ocurra, son el contagio a
través de las mucosas anal, prepucial, mamaria y uterina.

La brucelosis puede transmitirse a través de la inseminacién artificial y
también via congénita, de la madre a los hijos y estos animales quedar
persistentemente infectados.

4. Cudles son los factores que definen que un animal se enferme o no?
La infeccion por B. melitensis en el caprino estd influenciada por:
(a) Factores inherentes al individuo

1. Edad: La edad del animal puede ser un factor protectivo o un factor de
riesgo. Los animales jévenes son poco susceptibles a la infeccion por B
melitensis, pero a medida que avanza la edad la susceptibilidad aumenta. A
modo de ejemplo, las cabras adultas son mds propensas a desarrollar la
enfermedad que cualquier caprino jéven.

2. Estado fisioldgico: La prefiez aumenta la susceptibilidad del animal a
desarrollar la enfermedad y cuanto mds avanzada estd la prefiez mds chance
tiene la hembra de infectarse, desarrollar la enfermedad y abortar.

3. Sexo: Aunque no hay estudios concluyentes pareciera ser que los machos
son mds resistentes a la enfermedad que las hembras.

4. Lactancia: Los cabritos y cabritas nacidas de madres infectadas pueden
adquirir la infeccion durante la gestacién o en los primeros dias de vida por
ingestién de leche contaminada. Estos animales son prdcticamente imposibles
de detectar posteriormente mediante las técnicas diagndsticas usuales ya
que no desarrollan respuesta inmune humoral. Al momento de la primera
gestacién pueden desarrollar la enfermedad y abortar y entonces a partir de
alli si desarrollardn una respuesta inmune detectable por las técnicas
seroldgicas de rutina.

5. Resistencia del hospedador: Se cree que hay diferencias en cuanto a
susceptibilidad a la infecciéon a partir de diferencias genéticas entre los
individuos. También existirian diferencias entre animales vacunados, en
razén de que algunos individuos logrardn generar una inmunidad sélida contra
la enfermedad y otros no.

6. Periodo de incubacién: Es muy variable y en la hembra es inversamente
proporcional al estado de desarrollo del feto en el momento de la exposicion.

13
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7. Enfermedades supresivas o debilitantes del sistema inmune pueden
facilitar la infeccién por Brucella.

8. Stress e hiponutricién: Ambas condiciones conllevan a un debilitamiento
del sistema inmune y por lo tfanto a un incremento de las chances de contraer
enfermedades, entre ellas la brucelosis.

(b) Factores inherentes al agente infeccioso

1. Dosis infectiva: Para que un animal se infecte es necesaria una cantidad
minima de bacterias que pueda vencer las defensas primarias del animal y
difundirse al organismo. A mayor cantidad de bacterias que desafian al
animal, mayor serd la chance de enfermar.

2. Patogenicidad y virulencia: Hay distintas biovariedades y distintas cepas
que varian en su patogenicidad y en su virulencia. Dependiendo de estas
caracteristicas, habrd mds chances o no de infeccion, de expresion de
sinfomas y produccién de lesiones, mds corto o largo serd el periodo de
incubacion y mayor o menor serd la cantidad de Brucellas expulsadas al medio
ambiente.

(c) Factores relacionados con el manejo y el medio ambiente

1. A mayor tamafio del hato, mayor densidad de animales y mayor movimiento
o intercambio de reproductores, se incrementan las chances de contagio y
aumenta la dificultad para el control.

2. Supervivencia del agente: Brucella puede sobrevivir en el ambiente desde
pocas horas a varios meses, dependiendo de las condiciones de asoleamiento,
humedad, pH, temperatura, grado de cobertura del suelo, laboreos a que es
sometido el campo, vientos, tipo de pastoreo, etc. A modo ilustrativo en la
siguiente tabla se presentan algunos valores de supervivencia de Brucella.
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Tabla 1: Tiempos estimados de supervivencia de Brucella en el medio
ambiente, bajo distintas situaciones de temperatura, humedad y exposicion al
sol, seglin diversos autores.

Medio en el que se Condicion Tiempo de
encuentra Brucella supervivencia
Suelo Seco 4 dias
Suelo Otofio- 90% de humedad 48-73 dias
Suelo Hdmedo y con frio 180 dias
Agua 37°C-pH75 <1dia
Agua 8°C-pH 6.5 >57 dias
Agua 30-150 dias
Materia fecal Verano 1dia
Materia fecal Hldmeda y con frio Hasta 240 dias
Desperdicios animales Depdsito a 12°C Hasta 8 meses
Feto A la sombra 180 dias
Lana-pelo En almacenamiento 110 dias

DIAGNOSTICO DE LA BRUCELOSIS CAPRINA
El diagnéstico de la Brucelosis se puede realizar bdsicamente a tres niveles:

1. Clinico
2. Deteccion de Brucella en muestras bioldgicas
3. Deteccion de anticuerpos especificos.

1. Diagnéstico Clinico

En la hembra, el aborto en el dltimo tercio de la gestacion nos debe hacer
sospechar siempre de Brucelosis, si bien no es ésta la Unica enfermedad que
produce abortos y en esta etapa de la gestacién.

En machos la presencia de orquitis es el principal signo compatible con la
Brucelosis. Semen de mala calidad también es caracteristico de la
enfermedad.
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En el momento del aborto, la revisacién cuidadosa de la placenta puede
arrojar alguna informacién ya que Brucella produce lesiones de necrosis a
nivel de cotiledones como ya se describié previamente.

2. Deteccion de la Brucella en muestras bioldgicas

2.1. Bacterioscopia
La tincién de frotis o improntas a partir de drganos y fluidos infectados es
una forma rdpida, sencilla y barata de realizar un diagnéstico presuntivo de
Brucelosis.

Las muestras de preferencia son hisopados de flujo vaginal de la cabra
abortada e improntas de cotiledones afectados. En fetos abortados, tomar
improntas de contenido de cuajo, higado, bazo y pulmén.

Las improntas y frotis obtenidos se pueden tefir con las coloraciones de
Gram y Stamp. La presencia de cocobacilos pequefios, Gram negativos son
caracteristicos de Brucella. Si se cuenta con el conjugado especifico, se
puede aplicar también la técnica de inmunofluorescencia sobre dichas
improntas.

2.2. Aislamiento por cultivo
Una de las formas de confirmar un diagnéstico presuntivo de Brucelosis es a
través del aislamiento de la brucella. Para el aislamiento de Brucella a partir
de una cabra o feto abortado, las muestras de preferencia son:

Muestras de la hembra abortada

a) Hisopados vaginales de la cabra parida o abortada, tomados lo mds
cercano al parto o aborto.

b) Muestras de leche en recipiente estéril.

c) Sila cabra llegase a morir y se practica la necropsia, puede intentarse el
aislamiento de Brucella a partir de ganglios linfaticos retromamarios e
iliacos, Utero, ubre, bazo, higado, etc.

Muestras del feto y envolturas

a) Trozo de placenta, especialmente cotiledones afectados en recipiente
estéril.

b) Contenido del cuajo en jeringa estéril y liquido tordxico si lo hubiera, del
feto abortado.

c) Trozo de higado, bazo y pulmén del feto abortado en recipiente estéril.
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Las muestras deben remitirse refrigeradas lo antes posible al laboratorio. 8.
melitensis soporta el congelamiento, por lo que si no se puede hacer un envio
urgente al laboratorio, las muestras se pueden congelar a -20°C. hasta su
envio o procesamiento.

En el laboratorio, para el aislamiento de Brucella melitensis se pueden usar
medios comunes como el agar base, el agar tripticasa-soya o el agar brucella,
adicionados de un 5-7% de sangre o suero. Para el caso de muestras muy
contaminadas, como suelen ser los hisopados vaginales o muestras de
placenta, lo ideal es usar medios selectivos para Brucella. En este caso lo
recomendable es utilizar el Medio de Farrel y si se dispone, también el Medio
de Thayer Martin modificado, ambos en paralelo.

2.3. Deteccion de Brucella por inmunohistoquimica

Esta técnica se puede utilizar tanto con improntas como en cortes
histoldgicos de drganos infectados. Las muestras fijadas en formol (para el
caso de tejidos conservados) se procesan como de rutinay en vez de tefiirlas
con la coloracion de hematoxilina y eosina, se las trata con un suero anti-
brucella y luego se aplica un anticuerpo conjugado y un compuesto de
revelado, por lo que de haber Brucellas en el tejido o impronta examinados se
verdn puntos de color amarillo/marrén o rojo, segin los reactivos usados.
Esta técnica nos permite determinar si efectivamente hay Brucellas en el
tejido o impronta y ademds determinar su ubicacién y distribucién dentro del
tejido contenido en el corte histoldgico.

2.4. Deteccion del DNA del agente

Existe una técnica denominada Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) que
sirve para identificar el DNA de Brucella en muestra bioldgicas. Es una
prueba de buena sensibilidad que detecta cantidades minimas de DNA
bacteriano en las muestras diagndsticas y que ademds tiene como ventaja que
el resultado definitivo se alcanza en no mds de 2 dias, en comparacién con los
métodos tradicionales de cultivo e identificacion que demandan no menos de
15 dias para obtener un diagnéstico final. Asimismo es una técnica de mucha
utilidad para diferenciar las especies de Brucellas entre si y para diferenciar
las cepas virulentas de campo de las cepas vacunales, como serian la Brucella
melitensisy la cepa REV I vacunal.

3. Deteccion de anticuerpos especificos
En razén de que el cultivo bacteriolégico es prdcticamente imposible de usar

en gran escala, como por ejemplo para determinar el porcentaje de animales
infectados que tenemos en un hato, una regién, provincia o pais, se recurre a
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un método indirecto de diagndstico como es la deteccién de anticuerpos anti-
brucella en el suero sanguineo o leche de los animales.

La prueba inmunolégica ideal seria aquella que detectara las infecciones
nuevas, las crénicas y las latentes, que diferenciara animales vacunados de
los infectados naturalmente, que fuera 100% sensible (detecte como
positivos a todos los animales infectados) y 100% especifica (detecte como
negativos a todos los animales no infectados o sanos), etc. En razén de que
hasta el presente dicha prueba no existe, se trabaja con una combinacién de
ellas, dependiendo del objetivo del trabajo.

Segln los paises y la situacién epidemioldgica de la enfermedad en esos
paises, se definen las pruebas a utilizar y las condiciones en que deben ser
usadas para obtener el resultado deseado. En la siguiente tabla se presentan
las principales pruebas disponibles para el diagnostico de la brucelosis
caprina en el mundo.

Tabla N° 2: Principales técnicas seroldgicas e inmunolégicas disponibles
para el diagnéstico de la Brucelosis caprina.

Prueba diagndstica Tipo respuesta que detecta
Rosa de Bengala modificado R. I. Humoral
BPA R. I. Humoral
RAP R. I. Humoral
ELISA indirecto (suero o leche) R. I. Humoral
Anillo en leche (PAL) R. I. Humoral
Aglutinacion lenta en tubo R. I. Humoral
Aglutinacién en tubo con 2-Mercapto-etanol R. I. Humoral
Aglutinacion con Rivanol R. I. Humoral
Fijacion del complemento R. I. Humoral
ELISA de competicidn R. I. Humoral
Doble inmunodifusion en gel de agarosa R. I. Humoral
Inmunodifusién radial en gel de agarosa R. I. Humoral
Fluorescencia polarizada R. I. Humoral
Intradermoreaccién o Skin test R. I. Celular
Interferén gamma R. I. Celular

Las pruebas que mds se han utilizadas son la del BPA y el Rosa de Bengala
modificado, por su sencillez, rapidez de ejecucion y bajo costo.
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En el caso del BPA se utiliza la técnica original mezclando 80ul de suero con
30ul de antigeno, agitando la mezcla al principio, luego a los 5 minutos y con
lectura final a los 8 minutos de mezclados los sueros.

En el caso del Rosa de Bengala, la técnica original desarrollada para el bovino
(30ul de suero + 30ul de antigeno) debe modificarse para su uso en caprinos.
En nuestra experiencia los mejores resultados se obtienen mezclando 80ul de
suero con 30ul de antigeno y realizando la lectura a los 4 minutos. En Europa
utilizan 75l de suero con 25ul de antigeno y realizando la lectura a los 4
minutos (Diaz-Aparicio 1994).

Las pruebas llamadas confirmatorias como la aglutinacién en tubo con 2-
mercapto etanol, Fijacién el complemento, Elisa de competicidn, etc.,
desarrolladas originalmente para su uso en bovinos, también deben ajustarse
para su uso en caprinos y sus valores de corte modificarse, segln sea un drea
con o sin vacunacién con vacuna REV I.

Respecto a los tests de Elisa, los hay del tipo indirecto y de competicion,
siendo estos Ultimos de ayuda para la diferenciacién de anticuerpos vacunales
generados por la vacuna REV T de los anticuerpos generados por la infeccién
de campo. La ventaja de los test de Elisa sobre las pruebas de aglutinacion en
placa o tubo, reside, entre otros, en la lectura objetiva de los resultados
(mediante un espectrofotémetro), la posibilidad de incluir en la prueba una
serie de controles de calidad diariamente y la posibilidad de procesar una
mayor cantidad de muestras por dia.

En paises como Francia ha sido muy utilizada una prueba de
intradermoreaccion o skin test usando como antigeno la Brucellina, que no
estad disponible en nuestro pais.

Si bien el diagndstico inmunoldgico es la forma mas comun y difundida para el
diagnéstico de la Brucelosis, hay que tener presente que al ser ésta una forma
indirecta de diagndéstico, siempre los resultados deben ser tomados con
precaucion y recordar que la serologia es excelente como técnica de diagnéstico
a nivel poblacional, pero a nivel de individuo sus resultados no debieran tomarse
como definitivos.
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CONTROL DE LA BRUCELOSIS EN CAPRINOS

Para el control de la brucelosis en caprinos se cuenta con varias
herramientas, las cudles pueden ser usadas en cada regién, provincia o pais,
en diferentes combinaciones o estrategias, de acuerdo a una serie de
factores como son la prevalencia de la enfermedad en la poblacidn objetivo,
infraestructura disponible en los campos, los sistemas de produccién
imperantes, cantidad y calidad de los servicios veterinarios disponibles,
presupuesto disponible para la campafia de control, legislacion existente, etfc.

El control de la Brucelosis caprina debe basarse en 4 pilares fundamentales,
utilizados en forma conjunta, alternada o en cadena a lo largo del tiempo:

1. incrementar rdpidamente la inmunidad de la poblacién, lo cual se
logra con el uso de vacunas.

2. establecer un sistema de deteccion de los animales infectados con
aparte y/o descarte de los mismos.

3. implementar medidas de manejo y de higiene a fin de disminuir la
cantidad de bacterias en el medio ambiente y evitar que los animales
tomen contacto con las mismas.

4. mantener en forma estable la produccion y economia del
establecimiento.

1. Incrementar la inmunidad de la poblacion - Vacunas

El modo de incrementar la inmunidad a nivel poblacional se logra mediante el
uso de vacunas. En el caso de la Brucelosis caprina se han utilizado diferentes
vacunas en diferentes partes del mundo, a saber:

Vacuna Brucella _melitensis Cepa 53-H-38: Es una vacuna inactivada
desarrollada en el Instituto Pasteur de Tinez entre 1957 y 1962. Fue muy
utilizada en Francia y en todos los paises francéfonos para el control de la
brucelosis caprina, pero ha caido en desuso principalmente por la persistencia
de los anticuerpos vacunales y las reacciones inflamatorias en el lugar de
inoculacion.

Vacuna Brucella_melitensis REV I: Es una vacuna a germen vivo atenuado
desarrollada por Elberg y colaboradores entre 1953 y 1955 en California
para su uso en ovinos y caprinos. Es estable y tiene escasa virulencia pero es
patégena para el ser humano, produce abortos si es aplicada en cabras
gestantes, se excreta en leche en animales vacunados e interfiere con la
serologia utilizada para el diagndstico de la enfermedad. Tiene prdcticamente
las mismas ventajas y desventajas que la Cepa 19 que se usa en bovinos, pero
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en estudios comparativos, demostré mayor poder inmundgeno que Cepa 19. En
dreas donde conviven bovinos con ovinos y/o caprinos y es comun la infeccion
por Brucella abortus'y melitensis, se puede utilizar REV 1 en las 3 especies
animales (Crespo Ledn, 1994).

Brucella melitensis, Cepa M111: Desarrollada en China en la década de los 80.
Se puede aplicar en forma inyectable u oral y su eficacia protectiva es del
84% en ovinos y del 78% en caprinos. Esta vacuna ha sido muy utilizada en el
norte de China permitiendo reducir una tasa de abortos del 50% a valores
minimos en el término de 2 arfios (WHO/FAQO/OIE, 1997).

Brucella suis Cepa 2: Desarrollada también en China. Ha sido usada en China
desde el afio 1964 hasta la actualidad en un plan de 4 fases, abarcando todas
las especies domésticas (bovinos, ovinos, caprinos y cerdos) y en Yaks. Su uso
ha permitido el control de la brucelosis bovina en Mongolia y de la brucelosis
caprina y ovina en la provincia de Shan Dong, donde de una prevalencia del
35% en 1960, se pasé al 0.09% en 1990 (WHO/FAO/OIE, 1997).

De todas las vacunas utilizadas, hay consenso en el mundo occidental de que
la REV I, es la vacuna de eleccidn para ser utilizada en un programa de
control de la brucelosis caprina.

Caracteristicas de la vacuna Brucella melitensis REV I

La Cepa REV I, es una cepa mutante, estreptomicina dependiente,
proveniente de la cepa virulenta Brucella melitensis 6056. La cepa posee
caracteristicas bacterioldgicas particulares que permiten diferenciarla de
las cepas patdgenas de B. melitensis. La vacuna REV I es una cepa viva
atenuada por lo que al ser inoculada, se multiplica en el animal produciendo
una infeccién controlada. En la REV I persiste la patogenicidad y virulencia
residual de la cepa de origen, por lo que tras su inoculacién se produce una
inflamacién granulomatosa generalizada que luego involuciona y fiebre que
puede persistir hasta el décimo dia post inoculacion. La cepa si bien es
estable tiene una tendencia a la disociacién al ser cultivada in vitro, lo cual es
una caracteristica que debe ser permanentemente controlada en los
laboratorios productores de vacunas.

Usos de la vacuna Brucella melitensis REV I

Originalmente la vacuna fue disefiada para ser aplicada una vez en la vida en
forma subcutdnea en animales jévenes de entre 3 y 6 meses de edad. De esta
manera la estrategia de control consistia en vacunar la reposicién y asi al
cabo de un periodo de entre 7 a 10 arios se lograba tener todo el stock
caprino inmune. Al aplicar la vacuna a animales jovenes, esta producia una
buena respuesta inmune y al cabo de un tiempo los anticuerpos vacunales
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disminuian y ya no interferian con el diagndstico, haciendo posible la
posterior utilizacion de la serologia diagndstica y el descarte de los animales
que se infectaban.

Sin embargo, las dificultades para lograr vacunar toda la reposicién en los
sistemas caprineros del mundo, frajo como consecuencia una baja cobertura
vacunal que no lograba controlar la infeccidn. A esto se suman los estudios de
Verger, J.M. (1995) que demuestran que la inmunidad producida por REV I va
decayendo afio tras afio, como puede verse en la siguiente tabla:

Tabla N° 3: Efectividad de la vacuna REV I en rumiantes menores.

1" prefiéz 2% prefiéz
N° de hembras 15 13
N° de abortos 1(7%) 3(23%)
N° de excretores 3 (20%) 4 (31%)
N° de infectadas a la faena 2 (13%) 3(23%)
N° de animales protegidos 12 (80%) 8 (62%)

Ref: Tabla extraida de Verger, J.M. (1995)

A partir de esta realidad es que se buscan nuevas formas de hacer mds
efectivo el uso de esta vacuna y lograr coberturas adecuadas.

En Francia, Fensterbank y col. (1983) evaluaron la via conjuntival para la
aplicacion de la vacuna, demostrando que la Rev I aplicada por esta via,
producia una inmunidad similar a la lograda con la misma vacuna por la via
subcutdnea, con la ventaja de que la vacuna colonizaba sélo los ganglios
linfaticos craneales y en consecuencia la interferencia con la serologia
diagnéstica no iba mds alld de los 6 meses. Lo mds importante fue que
demostraron que al usar la vacuna en forma conjuntival en cabras adultas, se
repetia el fendmeno de baja interferencia con el diagnéstico, que la cepa no
se excretaba en leche y que si se vacunaba una cabra prefiada, las
posibilidades de aborto eran bajas, en claro contraste con lo que ocurre con
la aplicacién subcutdnea de la vacuna, que usualmente termina en aborto.

Estos hallazgos, permitieron la implementacién de nuevas estrategias de uso
de la Rev I, siendo la mas recomendada en la actualidad la vacunacién masiva
del stock caprino con dosis completa via conjuntival, con lo que se logra la
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proteccion inmediata de todo el stock caprino, siguiendo luego con la
vacunacion de la reposicion y descarte de animales infectados para los
sistemas de cria organizados y con buena infraestructura, o con repeticién
de la vacunacién masiva de todo el stock caprino afio por medio para los
sistemas de cria extensivos, menos organizados y con escasa infraestructura.

A continuacién y a modo de sintesis se presenta una tabla comparativa,
respecto a ventajas y desventajas del uso de la REV I en forma subcutdnea o
en forma conjuntival

Tabla N ° 4: Comparacién de la vacuna REV I aplicada via Subcutdnea vs.
Conjuntival.

Rev I - Subcutdnea Rev I - Conjuntival
Bacterias x Dosis 1 x 10° UFC 1 x 10° UFC
Dosis 1ml 30 - 50yl
Aplicacién Inyectable subcutdnea Gotaen el ojo
Inmunidad +++ +++
Interferencia con el
diagnéstico al vacunar e +
adultos
Excrecién en leche ++ -
Produccién de abortos al
vacunar hembras 4+ +
prefiadas
Peligro de inoculacién del e .

vacunador

2. Implementar un sistema de deteccion de los animales infectados con
descarte de los mismos

Como se mencionara anteriormente, los sistemas de deteccidn de infectados
se basan en su gran mayoria en la deteccion de anticuerpos anti-brucella en
suero sanguineo y en leche. A ello se puede agregar la deteccién de abortos y
estudio de los mismos.

Lo usual es realizar un muestreo de sangre una vez por afio a todos los
animales adultos del hato (hembras y machos), con descarte de los animales
positivos. En el caso de tambos, se puede utilizar el diagndstico en leche, ya
sea individual o en pooles de leche de varios animales cada 6 meses.
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Lo ideal seria el descarte de todos los positivos con destino a faena, pero si
no se tuviera la capacidad de reponerlos con cabras o cabrillas sanas y
vacunadas, se puede pensar en el armado de un hato sanitario con todos los
animales infectados, que se debe mantener aislado del resto de los animales
del establecimiento y sin que se comparta hinguna instalacion. Esta segunda
alternativa permite (a) terminar la cria de los chivitos, hijos de madres
positivas, hasta el momento del destete, (b) engordar la cabra infectada para
su envio a faena o (c) darle servicio y sacarle una cria mds, pero esto Ultimo
con el riesgo de que la cria nazca infectada y por lo tanto el destino final de
madre y cria debiera ser la faena.

Dependiendo de la urgencia con que el productor quiera controlar la
enfermedad, en vez de un solo muestreo al aiio se pueden hacer dos, tres o
los necesarios hasta que no aparezcan mds animales positivos. Sin embargo,
esto no siempre puede ser lo mds indicado, pués si no se acompafia, como se
dijo antes, de una vacunacion eficiente, los resultados pueden ser
desalentadores y ho viables econémicamente para el propietario.

Finalmente recordar que todo animal que ingrese al establecimiento, a
préstamo o por compra, debe ser también controlado con dos pruebas
seroldgicas, realizadas con un intervalo de 30 - 45 dias. Recién después de
comprobar que ha resultado negativo a ambos muestreos se lo podrad ingresar
y juntar con la hacienda local.

Es importante dejar establecido, que el descarte de los animales infectados, no
evita que en ambientes contaminados, los animales sanos se sigan infectando,
por ello debe implementarse siempre en conjunto con un programa de
vacunacion.

3. Implementar medidas de manejo y de higiene a fin de disminuir la
cantidad de bacterias en el medio ambiente

Hay una serie de medidas de manejo, que ayudan en mayor o menor grado a
bajar y/o impedir la contaminacion del campo y de la pastura y por ende a
prevenir la contaminacion del ganado sano. Entre ellas podemos citar:

* Higiene y desinfeccion en corrales de encierre diurno y/o nocturno.

* Higiene y desinfeccion en establos y salas de ordefie en el caso de fambos

organizados.
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* Deteccion de cabras abortadas y separacion de las mismas a un potrero
sanitario a fin de evitar que sigan contaminando el ambiente general.

* Recoleccion de fetos abortados y placentas, del campo o corrales y
destruccion o entierro sanitario de los mismos.

* Rotacion anual de los potreros o corrales de paricidn, dejdndolos
descansar sin animales por al menos 6 meses.

* No comprar animales sin un chequeo previo que demuestre que son

negativos.

4. Mantener estable la produccion y economia del establecimiento

Este es un concepto productivo-econémico referido a que cuando se inicia un
plan de control de Brucelosis, se va a necesitar "la mayor cantidad posible
de cabras para que produzcan la mayor cantidad posible de cabrillas”,
para poder reponer las hembras infectadas que se descarten. Entonces se
debe adoptar la siguiente regla: "nunca descartar mas animales positivos de
los que se puedan reponer". Esto se debe a que cuando se establece un plan
de control de Brucelosis, nunca se debe disminuir la cantidad de vientres,
pués justamente lo que necesitaremos son cabrillas para reposicién y
cabritos para la venta ya que no hay que disminuir los ingresos del productor.

De hacer lo contrario, se genera un circulo vicioso, pués al descartar mds
animales de los que se pueden reponer, se achica el hato, en consecuencia se
producirdn menos cabrillas para reponer y también menos cabritos machos
para la venta, ciclo que de repetirse, llevard al propietario a abandonar el
plan de control.

25

25de 32



Sitio Argentino de Produccién Animal

ANEXO 1: Guia para la extraccion de muestras de sangre y
obtencion del suero

A continuacion se presentan algunas recomendaciones y precauciones que
deben tomarse, a fin de que las muestras sean debidamente extraidas,

identificadas, conservadas y enviadas para su andlisis.

Preparacion del material

Los tubos de vidrio que se vayan a usar deben estar perfectamente limpios.
Lo ideal es recolectar la sangre en tubos que luego puedan ser centrifugados,
si es que el suero no se separé en forma espontdnea. Para el lavado de los
tubos ya usados, recomendamos dejar el material en remojo y desinfeccion
por un dia en lavandina, luego lavar con cepillo con agua y detergente,
enjuagar varias veces hasta que no queden restos de detergente (espuma).
Dejar escurrir los fubos 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, recomendamos hacerlo con marcador indeleble
color negro y de trazo grueso.

Técnica de sangrado

Con el animal 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 arribay a
la derecha. El operario se coloca en cuclillas delante del animal y munido de
un tubo de sangrar y una aguja hipodérmica descartable, sangra al animal
(Figura 2).

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 presion que estamos ejerciendo sobre la vena, procedemos a
clavar la aguja, con el bisel hacia arriba. Una vez que atravesamos la vena, y
surja el chorrito de sangre colocamos el tubo para juntar la sangre. El fubo
debe mantenerse inclinado para que la sangre deslice por un costado del
mismo a fin de que el suero no se hemolice por la ruptura de glébulos rojos al
golpear contra el fondo del tubo. Ademds con esta maniobra se evita la
formacion de espuma que posteriormente va a retardar la separacion del
codgulo y del suero.
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Antes de tomar la muestra de sangre el tubo tiene que estar tibio. Para ello,
es necesario mantener los tubos en una gradilla dentro de una caja de
telgopor en donde previamente hemos colocado una bolsa de agua caliente en
el fondo. Llenar el tubo de sangre en sus 2 (dos) tercios y evitando
movimientos bruscos, colocar el tubo en la gradilla ubicada dentro de la caja
de telgopor, para evitar el enfriado brusco de la sangre extraida (Figura 2).

Figura N° 2: Sangrado a campo de caprinos, con tubo y aguja de la vena
yugular.

Técnica para el sangrado de
caprinos

El sangrado se hace con el animal
en pie y con la cabeza levemente
levantada y girada hacia un
costado.

Abajo puede observarse el equipo
utilizado para el muestreo de
sangre a campo, compuesto por un
cajon de madera con todos los
utensillos (que sirve también de
mesa de apoyo), caja de telgopor
con bolsa de agua caliente y tubos
en su interior y balde con agua
con desinfectante para la higiene
de las manos y materiales durante
el trabajo.

Obtencion, acondicionamiento y conservacion del suero

Trds unas horas de reposo a temperatura no inferior a los 20°C y una vez que
el codgulo se ha retraido, liberando el suero, separar el suero en un tubito
plastico, tipo eppendorf lo antes posible (mdximo 24 horas de extraida la
sangre) y congelarlo a -20°C hasta su envio al laboratorio. De lo contrario el
suero entra rdpidamente en descomposicién y los resultados no son
confiables. Si algtn tubo no dio suero o el mismo estd turbio o sanguinolento,
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se puede obtener suero o clarificar el mismo, centrifugando el fubo a
1500/2000 rpm por 15 minutos.

Enviar los sueros congelados en conservadora de telgopor con abundantes
refrigerantes. Adjuntar planilla de campo con los datos del campo y de los
animales.

En la Figura 3, se muestra una coleccién de sueros, donde pueden verse tubos
con muestras de sangre de diferente calidad a raiz de no haberse respetado

algunas de las recomendaciones a que se hacen referencia en esta guia.

Figura N° 3: Obtencidn de suero a partir de muestras de sangre.

Ref.: Descripcién de los defectos y sus posibles causas
a) Tubo 1: tiene poca muestra y no liberé suero. Posibles causas: tubo mal

lavado, tubo frio al momento de la extraccién de la muestra de sangre, baja
temperatura después de extraida la muestra.

b) Tubos 2, 5 y 7: Normales con buena retraccién del codgulo de sangre y
liberacion de suero sin hemdlisis.

c) Tubos 3 y 4: Muy llenos, con retraccién parcial del codgulo y liberacion
parcial de suero. Posibles causas: tubos mal lavados y muy llenos.
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d) Tubos 6 y 8: Codgulo parcialmente retraido. Poca cantidad de muestra
(tubo 8) Posible causa: tubo mal lavado y/o tubo frio al momento de la
extraccion.

e) Tubo 9: Codgulo parcialmente retraido y suero hemolizado. Posibles causas:

tubo mal lavado, tubo frio al momento de la extraccidn, aguja o tubo mojado,
frio post extraccion de la muestra.
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ANEXO 2: Modelo de planilla de campo para registrar informacion
del sangrado y revisacion clinica del hato

INTA

Establecimiento ........ccovuen....
RENSPA N°® ..o
Localidad ......cooeeeeeeeeeeeeeeen.

Sangrado del Hato

Fecha

BRUCELOSIS CAPRINA

Veterinario reSponsable ...t

Direccion postal ...

DIP COPPO RIEETIGNICO oot eee s ees s ees et ees e et ees s sen et see s

Carav. | Carav. | Sexo| Edad | Raza | Lesiones | Aborté o Observaciones
DER IZQ ala con cria al
revisacion pie
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