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1 RESUMEN

Brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa causada por bacterias del
género Brucella, que afecta al hombre y diferentes especies animales,
especialmente al bovino, constituyendo una zoonosis de importancia
econdmica y de gran impacto para la salud publica mundial. La especie
Brucella abortus, causante de la enfermedad en bovinos, es la que ha
producido mayores pérdidas econdémicas en la ganaderia a nivel mundial y se
caracteriza por producir abortos en el ultimo tercio de la gestacion, con
retencion de placenta, cifras elevadas de infertilidad, nacimientos de terneros
débiles y orquitis en machos. En el Uruguay la enfermedad esta presente
desde hace mucho tiempo, pero en los ultimos anos ha tenido un interés
creciente, debido al hecho de que luego de varias décadas implementando la
campana sanitaria basada en la vacunacion con Cepa 19, y la baja prevalencia
lograda, la enfermedad re emergié en el ano 2001 en Rocha y actualmente
estd presente en practicamente todos los departamentos del pais. Por tal
motivo, el presente trabajo tuvo como objetivo realizar una actualizacién de la
situacion de la enfermedad, describiendo la evolucién de la misma en el pais, y
los resultados obtenidos de la campana sanitaria implementada luego de la re

emergencia en el ano 2001.



1 SUMMARY R‘
e
Brucellosis is an infectious disease caused by a gram-negative bacterium
Brucella abortus that affects man and different species of animals, especially
bovines, being a zoonotic disease of economic importance and of great impact
for public health around the world. The disease in cattle has produced great
economic losses in livestock all over the world, and is characterized by
producing abortions in the last third of gestation, with retained placenta,
elevated infertility, birth of weak calves and orchitis in males. The disease in
Uruguay has been present for many years, but recently a growing interest
developed due to the fact that after several decades of implementing a
campaign based on vaccination with strain 19, and the low prevalence
achieved, it re-emerged in 2001 in Rocha and is now present in almost all the
departments. Therefore, this study aimes to describe the evolution of the the
disease in the country, and the results of the health campaign implemented

after the re emergence in 2001.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar una revision bibliografica actualizada sobre la Brucelosis bovina, que
permita generar un juicio fundamentado sobre la situacion actual de la

enfermedad en el Uruguay.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

2.2.1 Describir la situacion epidemiologica actual de la Brucelosis bovina

en el Uruguay y en la region.

2.2.2 Describir la Respuesta inmune adquirida generada por la infeccion

natural de Brucella abortus en bovinos.

2.2.3 Describir la Respuesta inmune generada por la utilizacion de

vacunas con la Cepa 19 y comparar con la generada por la RB51.

2.24 Analizar y generar un juicio sobre la campana sanitaria
implementada por Uruguay, comparando con estrategias utilizadas por

paises de la region.



3 INTRODUCCION

La brucelosis bovina, causada por Brucella abortus, es una enfermedad
zoonotica, que causa considerables pérdidas economicas a nivel mundial. Las
misma estan vinculadas principalmente a una menor produccion de terneros
por abortos, infertilidad, aumento del intervalo interparto, menor produccion de
leche, alta tasa de reemplazos y pérdidas de peso en canales de carne

(Nicoletti, 1994).

Se reconocen actualmente siete especies: B. melitensis, B. abortus, B. suis 'y B.
neotomae del grupo S y B. ovis, B. canis y B. maris del grupo R (Corbel y
Brinley-Morgam, 1984). Las cepas de Brucella de una misma especie difieren
en algunas caracteristicas, lo que ha permitido clasificarlas en biotipos para

estudios epidemioldgicos (Mayer, 1990).

B. abortus fue aislada por primera vez en Dinamarca por Bang en 1897 y es el
agente causal de la Brucelosis bovina. Es un patégeno intracelular, facultativo,
capaz de multiplicarse y sobrevivir en una variedad de células del huésped, en
particular, las células fagociticas o macréfagos (Villamil y col., 1995). Las cepas
lisas del género Brucella, poseen en su pared celular lipopolisacaridos (LPS),
los cuales mediante su porcidn lipidica son responsables de la endotoxicidad
del germen, en tanto que la porcidn sacarida esta constituida por dos
fracciones, una corta y otra larga denominada cadena O, que corresponde al
antigeno inmunodominante que provoca la formacién de anticuerpos (Rojas y
Contreras, 1997).

Actualmente para el diagnéstico de la brucelosis bovina existen diversos
meétodos, que varian en sensibilidad y especificidad (Mac Millan, 1990; Diaz y
Blasco, 1994). De éstos, los mas utilizados en suero sanguineo son
Seroaglutinaciéon Estandar (SAE), Fijacion del Complemento (FC), Rosa
Bengala (RB) y Rivanol (Riv). En leche, el mas utilizado es el Ring test (RT).
Ultimamente se han incorporado métodos inmunoenzimaticos o ELISA, tanto

en suero sanguineo como en leche (Nielsen y col., 1988, 1989; Nielsen, 1990).



B. abortus RB51 es la vacuna para la Brucelosis usada actualmente en el pais.
Es una cepa mutante de ia cepa lisa de B. abortus 2308, virulenta, que se
atenud por sucesivos pasajes en medios conteniendo Rifampicina. De esta
manera se logroé obtener una cepa rugosa (ausencia de cadena O), atenuada y
estable. Por no poseer en su pared celular la cadena O, que es el epitope
inmunodominante contra el cual se generan los anticuerpos detectables con las
pruebas rutinarias mas utilizadas en diagnéstico, los animales inmunizados con
esta vacuna, dan resultados negativos en las pruebas serologicas. La
vacunacion con cepa de B. abortus RB51 genera una respuesta inmune
fundamentalmente celular. En cambio, una cepa lisa de B. abortus como la
Cepa 19, genera los dos tipos de respuesta principales (humoral y celular) en el
animal vacunado, con altos titulos de anticuerpos contra la cadena O del LPS.
Estos anticuerpos generados, son capaces de interferir con el diagnostico
seroldégico cuando se quiere diferenciar animales vacunados de infectados
naturalmente (Oliveira y Splitter, 1996; WHO, 1997; Olsen, 2000).

La brucelosis bovina en Uruguay fue diagnosticada por primera vez en 1926 y
recién en 1964 se inicia una campana sanitaria basada en la vacunaciéon con
cepa 19. En 1996 se suspende la vacunacién y en 2001 tras la reemergencia
de focos de la enfermedad, se implementa una campana sanitaria basada en
prueba-sacrificio de animales positivos, interdiccion y sangrado de focos,
linderos y predios relacionados epidemiolégicamente, sangrado previo
movimiento de seccionales policiales de riesgo, serologia en planta de faena,
vacunacion y revacunacion con la cepa RB51. Al cierre de 2011, la prevalencia
nacional estuvo cercana al 1%, con un total de 315 focos activos en todo el

pais (Fernandez, 2011).

-10 -



4 REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 HISTORIA DE LA ENFERMEDAD

Uno de los primeros registros que existen para llegar a conocer hoy en dia la
enfermedad conocida como brucelosis, fue una enfermedad que afectd a los
combatientes en la guerra de Crimea (1854-1856) y los marineros a bordo. La
Brucelosis entonces llamada fiebre de Malta fue una enfermedad crénica
debilitante con la complicacién de reumatismo, por lo que muchos marineros

fueron invalidados cada ano (Wyatt, 1999).

El capitan David Bruce fue enviado a Malta y condujo una investigacion a partir
de 1884. Aislo un agente llamado Micrococcus melitensis de bazos humanos

de pacientes hospitalizados que habian consumido leche de cabra cruda.

El profesor L.F. Benhard Bang, patélogo veterinario y bacteridlogo Danés,
describié un microorganismo causante de abortos en ganado en 1895 llamado
Bacillus abortus. Y en 1914 en Estados Unidos, fue aislada la especie Brucella
de un feto de cerdo abortado la cual fue llamada B. suis. La descripcion de los
aislamientos de ganado y cerdos condujo a un reconocimiento de la extensa
distribucion en otros paises. El interés fue alto en bovinos en la primera parte
del siglo XX, pues el aborto contagioso fue reconocido junto con la tuberculosis

como causa seria de pérdidas econdmicas.

En 1930, el nombre de la enfermedad fue cambiado de aborto infeccioso de los
bévidos a la enfermedad de Bang. El comité de la Asociacion Médica
Veterinaria de América recomend6 una vacuna que fue desarrollada a partir de
una cepa de baja virulencia llamada B. abortus cepa 19. Esta vacuna se ha
utilizado por décadas como el principal agente inmunizante para el control de la

brucelosis bovina.

En 1934, un programa cooperativo de Erradicacion de Brucelosis en Estados

Unidos fue lanzado a nivel nacional como parte de un programa de emergencia

para la reduccion de la enfermedad en bovinos con previo analisis de sangre, el
-11 -



sacrificio de ganados seropositivos, e indemnizaciones federales. Sin embargo
se presentaron muchos problemas incluyendo la estandarizacion de
procedimientos para las pruebas. En 1941, la cepa 19 fue introducida y
utilizada en mas estados y todo el ganado vacunado era correctamente
identificado. Luego, en 1952, la prueba de anillo en leche fue introducida en el
programa, siendo el principal método de vigilancia en ganados lecheros con

posible brucelosis.

Por otro lado en Australia y Nueva Zelanda en el afio 1953, Buddle y Boyes
identificaron a B. ovis como causa de epididimitis en carneros. Mas adelante,

Carmichael aisl6 B. canis de fetos caninos abortados (Nicoletti, 2002).

Desde ese entonces el género incluye siete especies, cada una de ellas
muestra una preferencia por un huésped determinado aunque una especie
puede infectar varias especies animales, asi se tiene que: B. abortus infecta
normalmente al ganado bovino, B. melitensis afecta caprinos y ovinos, B. suis a
suinos, B. canis infecta caninos, B. ovis causa infeccién especificamente a
ovinos y B. neotomae a roedores. El hombre es susceptible a cualquiera de las
cuatro primeras especies, ya que se considera que B. ovis y B. neotomae
poseen una baja virulencia que las restringe solo a ciertos huéspedes (Castro y
col., 2005).

En anos recientes, el espectro de huéspedes de Brucella se ha ampliado al
incluir los mamiferos marinos. Se han realizado aislamientos de Brucella a
partir de una gran variedad de focas, leones marinos, delfines y ballenas, en las
costas de diferentes continentes. Estas cepas han sido denominadas B. maris

(Lépez y Contreras, 2004).

4.2 SINONIMIAS

La brucelosis bovina es también conocida como: Melitococia, Fiebre de Malta,
Fiebre ondulante, Fiebre del Mediterraneo (en el humano). Enfermedad de
Bang, Aborto contagioso, Aborto epizodtico, Aborto epidémico, y Aborto
infeccioso (Acha y Szyfres, 2001).

-12 -



4.3 DESCRIPCION DEL AGENTE ETIOLOGICO

El género Brucella esta constituido por bacilos gram negativos pequenos,
inmoviles y aerobios estrictos, de crecimiento lento que no poseen capsulas ni
forman esporas. A diferencia de muchas otras bacterias, su genoma esta
constituido por dos cromosomas circulares y carece de plasmidos (Michaux-
Charachon y col.,, 1997). Tienen un metabolismo oxidativo, basado en la
utilizacion de nitratos como aceptores de electrones. Son catalasa y oxidasa
positivos, no atacan la gelatina ni modifican la leche y en general no fermentan
los azucares (Wilfert, 1986). El género Brucella incluye siete especies
diferentes: Brucella melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ovis, B.
neotomae y B. maris (Cloeckaert y col., 2001). De ellas, las cuatro primeras
pueden infectar al hombre. En el Cuadro 1 se detallan las especies de Brucella,
sus hospedadores conocidos y las caracteristicas bioquimicas y antigénicas

que permiten clasificarlas en biovariedades.

-13-



Cuadro 1. Especies que integran el género Brucella, hospedadores conocidos
y caracteristicas bioquimicas y antigénicas que permiten clasificarlas en
biovariedades. A y M: configuraciones alternativas del PSO, R: LPS de las

cepas rugosas.

Produccion Necesidad Sensibilidad a los Aglutinacidn con sueros

Especie Hospedador Biovariedad colorantes monoespecificos
de HzS 9 COr  Govina  Fucsing A M R
B. melitensis Cabras, bovinos, 1 + + - +
ovino, canidos, 2 Y + + -
hombre 3 - + + + +
8. abortus Bovinos, 1 + + + + -
canidos, hombre 2 + + - - +
3 + + + + + .
4 + + - + - +
5 - + + - +
6 + + + -
7 + - + + + +
B8 + + + + +
9 + + + + - +
8. suis Cerdos, canidos, 1 + +
hombre 2 - + +
3 + + + -
4 + + +
<3 * - + -
B. canis Canidos, hombre + - +
8. neotomae Roedores + - - - + N
B. ovis Ovinos - + + - +
B. maris Focas, leones
marinas, deifines,
ballenas.

Extraido de Castro y col (2005).

En base al aspecto de las colonias obtenidas en medio sélido, las diferentes
especies se clasifican habitualmente como lisas (S) o rugosas (R). Dentro de
las primeras se encuentran B. abortus, B. melitensis, B. suis y B. neotomae y
dentro de las segundas B. ovis y B. canis. El aspecto que adquieren las
colonias se debe a la expresion del lipopolisacarido LPS en la superficie
bacteriana, LPS-S en las lisas y LPS-R en las rugosas, aunque durante su
crecimiento en los medios de cultivo pueden experimentar mutaciones que

afectan la expresion del LPS (Ariza, 1995).

Las cepas de Brucella en fase lisa son las mas virulentas y su ultraestructura
es semejante a la de algunas enterobacterias (Yersinia enterocolitica,

Salmonella landau, Pseudomona maltophilia, Escherichia coli) (Corbel, 1983),

-14 -



aunque presenta ciertas diferencias en las caracteristicas de su membrana
externa (ME).

4.3.1 Estructura y composicion quimica externa

La ME de Brucella es rica en fosfatidilcolina a diferencia de la perteneciente a

las enterobacterias relacionadas con ella, que es rica en fosfatidiletanolamina.

Su componente mas abundante y mejor estudiado es el LPS, que se conoce
también con el nombre de endotoxina. En él se distinguen tres regiones: el
lipido A, inserto en la hoja externa de la membrana, un oligosacarido
intermedio, llamado nucleo, y el polisacarido O (PSO), también conocido como

cadena O, ausente o presente con pocos residuos en el LPS-R (Fig 1).

Polisacarido O »

Nicleo
Membrana

/ externa

Lipido A

Fosiolipicos » J(IIl
~ l/ :

Espacio periptdsmico

Figura 1. Esquema simplificado de la membrana externa de la pared celular de
Brucella. ElI LPS-S de las formas lisas esta constituido por el lipido A, el nucleo
y el polisacarido O (PSO). EI LPS-R de las formas rugosas carece de cadena

O, o esta reducida a muy pocos residuos. P: proteina.

Fuente: Extraido de Castro y col., (2005).
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El lipido A es un glicolipido que contiene glucosamina y diaminoglucosa. En
sus grupos amino e hidroxilos presenta sustituciones por acidos grasos de
variada longitud de cadena. El nucleo contiene glucosa, manosa y acido 3,
deoxi-D-mano-2 octulosonico (KDO) y no contiene ni heptosas ni fosfatos. La
quinovosamina esta presente en el nucleo del LPS-S pero no en el del LPS-R.
El PSO es la porcion mas distal del LPS. Es un homopolimero lineal compuesto
por n-residuos de N-formil perosamina (4,6 dideoxi-4-formamido-a-D-
manopiranosilo). La unién entre estos residuos puede ser de dos tipos: a 1-2 o
a 1-3, lo que permite diferenciar dos configuraciones alternativas, la Ay la M,
de mucha importancia en la determinacion de las biovariedades, y que se
establecen a partir de la alternancia de las uniones entre residuos en el PSO
(Tabla I).

Las Brucellas contienen otro polisacarido denominado hapteno nativo (HN),
que es quimicamente idéntico a la cadena O, pero no esta unido al nucleo
(Moreno y col., 1981). Se ha descripto un tercer polisacarido conocido como
poli B, que se obtiene a partir de la cepa mutante en fase rugosa de B.
melitensis 115, por tratamiento con acido tricloroacético 0,2 M y que para

algunos autores seria quimicamente equivalente al HN (Argén y col., 1996).

Las proteinas de membrana externa (PME u OMPs) se asocian estrechamente
con los LPS. Dentro de éstas se encuentran las denominadas proteinas
mayores, que se clasifican en tres grupos de acuerdo a sus pesos moleculares:
grupo 1 (89-94 kDa), grupo 2 (36-38 kDa) y grupo 3 (25-27 y 31-34 kDa) (Salhi
y col., 2003; Cloeckart y col., 1999) y se encuentran expuestas en la membrana
externa, pero son menos accesibles en las cepas lisas que en las rugosas,
debido al impedimento estérico ocasionado por las cadenas O del LPS de las
primeras. Mediante el empleo de anticuerpos monoclonales se han identificado
otras proteinas de membrana menos abundantes que se denominan proteinas

menores, siendo algunas de ellas lipoproteinas (Cloeckaert y col., 1999).

4.3.2 Estructura y composiciéon quimica interna
Las proteinas citoplasmaticas de las bacterias del género Brucella son
especificas de ese género y la mayoria son compartidas por todas las especies
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(Baldi y col.,, 1994). Algunas de estas proteinas son de interés diagnostico,
como por ejemplo la glicoproteina A2 termo resistente (Stemshorn y Nielsen,
1981), una proteina de 17 kDa, involucrada en la sintesis de riboflavina, que
aparece en la fase activa de la infeccion (Goldbaum y col., 1999) y la proteina
periplasmica BP26 (Seco-Mediavilla y col.,, 2003). Todas estas proteinas

forman parte de un antigeno denominado CP, empleado en pruebas de ELISA.

El ADN de las bacterias del género Brucella contiene un 58-59% de G + C
(guanina y citosina) y el tamano total del genoma se ha estimado en
aproximadamente 2,5 x 10° pares de bases (Allardent-Servent y col., 1988);
este tamafio es menor al de Escherichia coli (4,7 x 10° pares de bases). Dos
caracteristicas genéticas de Brucella llaman especialmente la atencion, en
primer lugar, la existencia de dos cromosomas circulares en la mayoria de las
especies y biotipos, y en segundo lugar, la ausencia de plasmidos. Esta ultima
caracteristica refleja probablemente la adaptacién a un nicho ecoldgico (el
ambiente intracelular) estable y sin competencia microbiana, en el que no es
necesaria la plasticidad genética que se deriva de los plasmidos y que es
propia de ambientes con gran cantidad de microbios (intestino, tierra, etc.). El
género Brucella tiene siete especies reconocidas, las que exhiben distintas
preferencias por su huésped (Mayer, 1964) y muestran mas de 94% de
homologia en su genoma (Halling y col., 2005), lo que apoya la proposicion de
que las especies clasicas de Brucella son cepas de Brucella melitensis (Verger
y col.,, 1995). Sin embargo, se ha encontrado polimorfismo en determinadas
secuencias genomicas que coinciden con las especies clasicas e incluso con
las biovariedades. Se estima ademas, que el 8% del genoma de Brucella se
destina a funciones necesarias para la sobrevivencia y la virulencia, en
comparacién al estimado para Salmonella que es soélo el 3-4% (Hong y col.,
2000).

4.3.3 Resistencia quimica y supervivencia en el ambiente
Las especies del género Brucella a diferencia de otras bacterias patégenas
posee una gran capacidad para sobrevivir y persistir en el ambiente bajo

condiciones apropiadas, comparable a la resistencia de bacterias esporuladas.

-17 -



Bajo condiciones de baja temperatura, humedad moderada, pH cercano a la
neutralidad y proteccion contra el sol, las Brucellas pueden sobrevivir por largos
periodos aunque no existe evidencia de que los organismos se repliquen
significativamente bajo estas condiciones en el suelo, agua o estiércol. En los
restos de animales congelados, las bacterias sobreviven por muchos anos. En
materiales desecados que contengan materia organica y protegida de la luz
solar, pueden retener su infectividad por mucho tiempo (Cuadro 2) (Lopez y
Contreras, 2004).

En contraste, son bastante sensibles al calor. Asi una suspension diluida de
Brucellas, se destruye rapidamente al ser sometida a la pasteurizaciéon o al
exponerla a temperaturas de 60°C por 30 minutos. Sin embargo, una
suspensiéon densa es mas dificil de inactivar y se debe prolongar el tiempo de
exposicion al calor o someterla a temperaturas mas elevadas. Brucella es muy
sensible a la radiacion ionizante y se muere con rapidez al exponerla a la luz
ultravioleta (5 minutos). También son sensibles, a la mayoria de los
desinfectantes de uso comun, a las concentraciones recomendadas con
excepcidon de las sales cuaternarias de amonio. Como sucede en otras
bacterias, la susceptibilidad se reduce en presencia de materia organica o a
bajas temperaturas. El etanol, isopropanol, iodéforos, hipoclorito diluido y el
fenol al 1% son eficaces para desinfectar la piel expuesta a Brucella (Lépez y
Contreras, 2004).

En cuanto a la resistencia a los antibidticos, en general esta bacteria es
susceptible a la mayoria de los antibiéticos, como lo muestran los trabajos
publicados en los que se realizaron ensayos in vitro empleando diferentes
métodos. Las sulfonamidas, los aminoglucésidos como la estreptomicina,
gentamicina, kanamicina, amikacina, tobramicina; las tetraciclinas,
cloranfenicol, eritromicina, novobiocina, rifampicina y quinolonas como
norfloxacina, ciprofloxacina, esparfloxacina y moxifloxacina, todos ellos son
activos contra Brucella in vitro a concentraciones minimas inhibitorias bajas.
Los antibidticos beta lactamicos son los menos efectivos. Las cepas muestran
alguna variacion en la susceptibilidad a los antibiéticos en funcién de su origen

geografico (Lopez y Contreras, 2004)
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Cuadro 2 Supervivencia de Brucella en el medio ambiente

Material

Tiempo de Supervivencia

Suelo y estiércol

Polvo

Leche a temperatura ambiente
Fluidos y secreciones

Aguaa 37°CypH 7.5
Aguaa8°CypH®6.5

Fetos mantenidos a la sombra
Descarga vaginal mantenida en hielo
Paja

Fetos abortados

Heces bovinas

Tierra humeda

Tierra seca

80 dias

15 - 40 dias

2 -4 dias

10 - 30 minutos
Menos de 1 dia
Mas de 57 dias
6 — 8 meses

7 meses

29 dias

6 -8 meses
1-100 dias
66 dias

4 dias

Extraido de Castro y col. (2005)

4.4 EPIDEMIOLOGIA

La incidencia y prevalencia de la brucelosis a nivel mundial tienen importantes

variaciones geograficas. Las zonas de mayor prevalencia corresponden a la

region del Mediterraneo, Asia occidental, algunas partes de Africa y América

(México, Brasil, Pert, Colombia, Paraguay y Argentina), siendo B. abortus es la

especie mas difundida, luego B. melitensis y B. suis (Acha y Szyfres, 2001).

Algunos paises del norte y del centro de Europa, Canada, Japén, Australia y

Nueva Zelanda se consideran libres de brucelosis bovina (OIE, 2010).

4.4.1 Infeccion de un establecimiento

La primera causa de infeccidon de un establecimiento ocurre fundamentalmente

por introducir animales infectados procedentes de compras de ferias u otros
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establecimientos. Puede ocurrir también que animales de un establecimiento se
trasladen a otros establecimientos y vuelvan infectados. De este modo es
altamente recomendable conocer el origen de los animales y el estado sanitario
del rodeo del que provienen. Se debe hacer un sangrado en el lugar de
compra, previo al movimiento de los animales para descartar la enfermedad.
Sin embargo, existe alta probabilidad de que haya animales en fase de
incubacién que no son detectados por las pruebas rutinarias (Rodriguez, 2002;
Samartino, 2003; Rodriguez, 2005).

Ademas, se debe realizar una cuarentena en el establecimiento comprador
antes de incorporar los animales “nuevos” con el resto del rodeo. De forma
paralela también contribuyen los perros, zorros u otros animales carnivoros que
llevan los restos de fetos, placentas u otros materiales infectados (Rodriguez,
2002; Samartino, 2003; Rodriguez, 2005). La diseminaciéon de la infeccién en
los rodeos lecheros, puede contribuir también la leche, pues, aproximadamente
la mitad de las vacas infectadas, después de abortar o parir, eliminan Brucellas
con la leche durante semanas, meses y anos; sobre todo en aquellas salas de
ordene donde la higiene es muy deficiente y que al ordenar, se dejen caer al

piso los primeros chorros de leche (Rodriguez y col., 2005).

4.4.2 Excrecion del agente al medio en los animales infectados
El 80% de las Brucellas se eliminan en el momento del aborto o paricion,
siendo esta la forma mas importante de transmision de la enfermedad (Garcia,
2003). Las descargas uterinas de vacas infectadas se producen desde
aproximadamente 15 dias antes del aborto o parto hasta 4 semanas después
del mismo, eliminandose 1 x 10" gérmenes por gramo de placenta (Samartino,
2003).

La secrecion de Brucellas con la leche puede tener lugar a lo largo de todo el
ano, pudiendo persistir hasta el final de la vida del animal. La cantidad de
bacterias eliminadas es variable, pudiendo oscilar desde menos de 100 hasta

200.000 (independiente del volumen de leche producido) (Rodriguez, 2002;
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Samartino, 2003; Rodriguez, 2005). La mayor cantidad se registra después del
parto y la menor en el pico de la lactacidon. En este periodo las bacterias
pueden estar ausentes de la leche durante dias o semanas, para luego de
repente volver a aparecer. En el periodo de secado vuelve a reforzarse su
actividad. El contenido de gérmenes de la fraccion final del ordeno es mas
elevada que en las porciones inicial y media. En la leche y en secreciones
vaginales se secretan alrededor de 10 bacterias/gramo, aun en los casos

asintomaticos (Rodriguez, 2002; Samartino, 2003; Rodriguez, 2005).

4.4.3 Difusion y permanencia de la enfermedad en el rodeo

La Brucelosis al introducirse en un rodeo se disemina rapidamente, pudiendo
alcanzar proporciones de epizootia. Si nuevos animales no son introducidos,
pierde su severidad inicial pasando a una forma enzootica, en la cual si no son
aplicadas medidas severas permanece por varios anos. La Brucelosis tiene
como caracteristica epizootiologica que al introducirse en un rodeo, nuevos
animales, se rompe el equilibrio y pueden aparecer no solamente animales
seropositivos, sino también con manifestaciones clinicas de la enfermedad
(Fernandez, 1982; Rodriguez, 2005). Después de uno o dos afos hay una fase
de estabilizacion de la enfermedad en la que disminuyen los abortos y en la
cual las vacas no expuestas anteriormente a la infeccién, se infectan y pueden
abortar. Hay una ultima fase de declinacién de la brucelosis en donde se
reduce la infeccion sobre todo cuando el rodeo es pequefio y/o cerrado, las
vacas pueden volver a sus funciones reproductivas normales y se estabiliza la
produccion de leche. Aqui pueden ocurrir nuevamente brotes de la enfermedad
porque las generaciones de vaquillonas o el ingreso de animales nuevos,
permiten la presencia permanente de animales susceptibles, especialmente en
rodeos grandes (Acha y Szyfres, 2001; Moreno y col., 2002). Este desarrollo

ocurre en forma natural cuando no se toman estrictas medidas de control.
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4.5 SITUACION EN URUGUAY

El primer aislamiento de Brucella abortus en nuestro pais se realizé en 1926
por parte del Dr. A. Cassamagnaghi a partir de sangre bovina en tambos de
San José y Canelones. En 1931 Nin, Silva y Murguia comprobaron el primer

caso humano en personal de frigorifico (Gil, 2012).

El Uruguay tiene una larga historia en el control de la Brucelosis bovina y ha
tenido diferentes etapas en su estrategia de control y erradicacion. La primera
etapa incluye el periodo entre los anos 1926 a 1961 considerada de profilaxis

libre.

La segunda etapa de lucha obligatoria fue a partir de 1961 (ley 12.937) y en el
ano 1964 se incluye la vacunacién obligatoria de las terneras con la vacuna
Cepa 19 a todas las hembras bovinas entre los 3 y 6 meses de edad. Esta
vacuna solo podia ser administrada por Médicos Veterinarios privados
habilitados, y cada animal inmunizado debia ser identificado por medio de un
tatuaje y una muesca en la oreja. Los animales no vacunados, eran marcados
a fuego con la letra “V” en la grupa del lado derecho, y su comercializaciéon era
exclusivamente a frigorificos (ley 13.892). A partir del afio 1984 se agrega a la
legislacion el sacrificio sanitario de los animales que a las pruebas diagnésticas
confirmatorias fueran positivos (Decretos 79/984 y 607/985). Hasta este afio la
prueba seroldgica utilizada era Huddlesson, realizada por veterinarios privados
de campo, pasandose a utilizar como prueba presuntiva Rosa de Bengala, por
parte de laboratorios privados habilitados y como confirmatoria las pruebas
Fijacibn de Complemento, Rivanol, y 2-Mercaptoetanol, por parte de

laboratorios oficiales (Decreto 20/998).

El cese de la vacunacion se decreta en el ano 1996, luego de 32 afos de

aplicacion se suspende la vacunacion con Cepa 19 (Decreto 522/996).

La tercera etapa se inicia en el ano 1998, donde se aplican medidas para
erradicar la enfermedad mediante un programa de predios libres segun lo
establece la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE). En ese momento

la prevalencia estimada en el Uruguay era menor al 1% del stock bovino
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(animales de exportacidon, exposicion, de envio a remates-ferias, y tambos
leche industria) (Garin, 2003). Una vez suspendida la vacunacion, la serologia
se realizaba a las siguientes edades: 2 afos para hembras vacunadas, 1 afo

para hembras sin vacunar y 1 afio para machos enteros.

La cuarta etapa comienza a partir del ano 2001, con la reaparicion de brotes de
la enfermedad en el departamento de Rocha. De ese momento a la fecha se
han ido diagnosticando focos en todos los departamentos del pais, con el

aumento de la vigilancia epidemioldgica. (Cuadro 3; Grafico 1).

Cuadro 3. Focos nuevos, cerrados y activos (2002-2011).

Ano Nuevos Cerrados Activos
2002 110 0 110
2003 77 10 177
2004 57 37 197
2005 160 98 259
2006 88 116 231
2007 95 119 207
2008 182 121 268
2009 199 131 336
2010 194 148 382
2011 131 198 315
TOTAL 1293 978

Fuente: Fernandez, (2011).
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Grafico 1. Focos nuevos, cerrados y activos (2002-2011).
Fuente: Datos extraidos de Fernandez, (2011).

A partir del afino 2002, hasta la fecha se han ido implementando una serie de
medidas de vigilancia epidemiolégica a fin de disminuir la prevalencia y
detectar focos ocultos (Figura 2).
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Figura 2. Sistema de Vigilancia Epidemiologica 2002-2010.

Fuente: Gil, (2012).
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La estrategia de la campanfa sanitaria actual se basa en el esquema prueba-
sacrificio, acompanado de interdiccion e investigacion de los focos, perifocos,
proveedores, compradores del rodeo problema, control del movimiento de
bovinos desde zonas de riesgo, indemnizacién a propietarios de bovinos
positivos enviados a faena obligatoria, vacunacién y revacunacion con cepa
RB51 (Decreto 135/005).

La vacuna es una herramienta en la actual campana de erradicacion y se la
utiliza debido a que no genera interferencia con el diagndstico seroldgico
independientemente de la edad de vacunacion (Dr. Alfredo Garin,

comunicacién personal).

Una vez detectado un foco, la seccional policial que corresponde a dicho foco
es declarada seccional policial de riesgo y permanece con tal condiciéon hasta
12 meses del cese del ultimo foco (Resolucion de la DGSG 41/008). Para los
movimientos de animales desde estas seccionales policiales debe realizarse

serologia a todos los bovinos hembra y machos enteros mayores de un ano.

Los animales seropositivos a la prueba confirmatoria son enviados a faena
(Decretos 79/984 y 607/985)). Es criticamente importante eliminar animales
reactores positivos tan pronto como sea posible (Ragan y Ragan, 2012). Los
retrasos excesivos en retirar los animales positivos de algunas zonas, muchos
de ellos dentro de ecosistemas altamente favorables para la trasmision de la
enfermedad, provocaron no sélo el aumento de prevalencia, sino ademas la
posibilidad de diseminacion (SMVU, 2011). Hay situaciones en la cuales es
engorroso el envio a faena de los animales positivos, debido a que las plantas
habilitadas no tienen interés en la compra, y las que compran en muchas
situaciones estan trasmano. En el pais existen 16 plantas frigorificas
habilitadas para faena de animales positivos a la prueba confirmatoria de
brucelosis bovina, segun DSA, pero en la actualidad un niumero muy reducido

realiza la faena de los animales positivos.

En los focos (Resolucion de la DGSG 25/001), perifocos y zonas problema
(Resoluciéon del MGAP 883/010) se vacunan y revacunan a todas las hembras
no prenfadas mayores de cuatro meses (con la cepa RB51), por parte de

veterinarios privados habilitados, por la division sanidad animal (DIA).
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En el aio 2011, la prevalencia predial de brucelosis era de 0.71% (Cuadro 4) y
la prevaiencia animal 0.03% (Cuadro 5), existian 315 focos activos, fueron
detectados 131 focos nuevos, se cerraron 198, y la media para sanearlo fue de
721 dias, con un desvio estandar de 432 dias (Gil, 2012). Histéricamente 1932-
1960 la prevalencia predial en ganado de leche, era de 50%, y menos de 20%
de animales reactores positivos y en ganado de carne 20-30% de predios
positivos y 8-10% de animales con serologia positiva. En 1983, la prevalencia
de brucelosis fue de menos de 1% por animal, tras 18 anos de utilizacion de la
vacuna Cepa 19, con una cobertura vacunal de 90% (Bermudez y Barriola,
1983).

Cuadro 4. Prevalencia (%) anual de brucelosis por establecimiento.

Anos/Est. 2002 2004 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Carne 2.04 0.92 2.20 1.45 1.30 1.42 0.23 0.79
Leche 0.25 450 - 069 - 2.24 030 -
Total 1.70 1.06 2.02 1.39 1.10 1.62 0.24 0.71

Fuente: Gil, (2012).

Cuadro 5. Prevalencia (%) anual de brucelosis por animal.

Anos/Bov. 2002 2004 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Carne 0.24 0.16 0.23 0.05 0.30 0.27 0.04 0.03
Leche 0.02 042 - 004 - 0.13 060  -——---
Total 0.22 0.17 0.22 0.05 0.26 0.25 0.10 0.03

Fuente: Gil, (2012).
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De un total de 249 seccionales policiales, en todo el pais (excepto Montevideo),
125 estan en riesgo de Brucelosis Bovina (Cuadro 6; Figura 3). De esto se
desprende que mas del 50% de los productores realiza sangrado previo a los
movimientos de animales susceptibles. Hay que considerar que este 50% esta
subestimado, debido a que se toman en cuenta seccionales policiales urbanas
que no cuentan en su jurisdiccion con establecimientos agropecuarios.

Figura 3. Mapa de Uruguay, seccionales policiales en riesgo (focos activos, o
cesados hace menos de 12 meses) de Brucelosis bovina. En amarillo se
muestran las seccionales policiales que se realizan sangrado previo
movimiento.

Fuente: Fernandez, (2011).
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Cuadro 6. Nomina de seccionales policiales, por departamento, caracterizadas

como de riesgo para brucelosis bovina (al 31/10/2011).

Departamento  Seccionales Policiales

Numero de

Seccionales/Departamento

Artigas 4°- 5°-6°- 7°- 8°- 9°- 10° 7

Canelones 3°- 8°-9°-10°- 11°- 12°- 14° 7

Cerro Largo 3°- 5° 6°- 8°- 9°- 11°- 13°- 9
14°- 16°

Colonia 10°- 12°- 14°- 15°- 16°- 17°- 7
18°

Durazno 2°-4°-5°-6°-7°- 10°- 11°- 14 8

Flores 5°- 6° 2

Florida 2°- 3°- 4°- 6°- 8°- 9°- 10°- 11°- 12
12°- 13°- 15°- 16°

Lavalleja 2°- 3°- 5°- 8°- 9°- 10°- 14° 7

Maldonado 2°- 5°- 8° 3

Paysandu 4°-6°-7°- 9°- 11°-12°- 13° 7

Rio Negro 3°-4°-5°-6°-7°-11°-12° 7

Rivera 2°-4°-6°-8° 4

Rocha 2°- 3°- 4°- 5°- 6°- 7°- 8°- 9°- 11
10°- 11°-12°

Salto 3°- 4°-6°-7°- 9°-10°- 11° 7

San José 3°- 4°- 5°-6°- 7°- 8°- 9°- 10° 8

Soriano 3°-6°-7°- 8°-10°- 12° 6

Tacuarembd 7°- 8°-9°-15° 4

Treintay Tres  2°- 3°- 4°- 5°- 6°- 7°- 9°- 10°- 9
11°

TOTAL 125

Fuente: Resolucion DSA 70/011.
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La media para sanear un foco de brucelosis bovina en el pais es de 721 dias (2
anosj. Teniecndo en cuenta que una vez detectado un foco' se realizan
sangrados cada 4 meses, lo que da un total de 6 sangrados, de todos los
bovinos hembra o machos enteros mayores de 1 ano de edad. Los costos para
el productor, segun consultas con Médicos Veterinarios de libre ejercicio (VLE),
son del entorno de 1,2 U$$ para el sangrado, 1,4 U$$ para el analisis de
laboratorio/animal. Esto arroja un resultado de 15,6 US$$/animal, que el

productor debe enfrentar en serologia para sanear un foco.

En lo que se refiere a la vacunacion con RB51, la dosis vacinal tiene un costo
de 1,6 U$$ y la aplicacion por parte de VLE es de 1 U$$/animal, teniendo en
cuenta que se aplican dos dosis, tenemos un costo de 5,2 U$$/animal. Dando

un total de 10,4 U$$/animal en los dos afios de saneamiento del foco.

Si sumamos la serologia (15,6 U$$), mas la vacunaciéon (10,4 U$$), tenemos

un costo de 26 U$$/animal, en promedio para sanear un foco de brucelosis.

Estos costos sanitarios son relativamente bajos si tenemos en cuenta las
cuantiosas pérdidas que genera directamente la enfermedad (sacrificio de
animales positivos, abortos, aumento del intervalo inter-parto, menor
producciéon de leche, entre otros), la interdiccion por las restricciones de

movimiento de animales, mano de obra extra y la importancia como zoonosis.

El precio que maneja la planta para animales positivos, es en el eje de 1,4-2
U$%/kg, dependiendo la condicion corporal y si se trata de ganado de leche o
carne. Si estos mismos animales no estuvieran afectados, el precio seria 2,05-
3,45 U$$/Kg. Estos precios son puestos en planta y en segunda balanza. Esta
diferencia de precios se ve complementada con el seguro para el control de la
brucelosis bovina (SCB), financiado por los productores, que es de 420 U$$

para ganado de leche y 177 U$$ para ganado de carne (Decreto 036/011).

Otro dato interesante, es el numero de bovinos indemnizados (Grafico N° 3).
Por ejemplo en el afio 2010, fueron 7.526 bovinos de leche (420 U$$/animal) y
226 bovinos de carne (177 U$$/animal); esto nos da una indemnizacidén por la
suma de 3.200.922 US$S.
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Grafico 2. Bovinos indemnizados por brucelosis bovina (2004-2011).
Fuente: Fernandez, 2011.

En la actual campana sanitaria se han implementado una gran cantidad de
recursos y esfuerzos, pero al no existir un consenso de todos los actores
involucrados, resulta dificil llevar a cabo el objetivo de erradicacion. Al
aumentar la vigilancia epidemiol6gica aumenta la deteccién de focos, lo cual
indica que aun permanecen focos sin detectar en el pais. Existe un estudio
nacional, el cual muestra a cuantos animales debe realizarse serologia para
detectar un foco entre los afnos 2005-2011 (Grafico 3), aunque no discrimina el
numero de animales por foco, dato de interés teniendo en cuenta la
epidemiologia de la enfermedad. Basta la presencia de un animal positivo a la

prueba confirmatoria para considerarse un foco.
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Grafico 3. Namero de sueros analizados por foco detectado por afio (2005-
2011).

Fuente: Gil, (2012).

4.6 IMPORTANCIA PARA LA SALUD PUBLICA

Al ser la brucelosis una zoonosis, la fuente de infeccion la constituyen las
secreciones de animales infectados, en su mayoria son aquellas especies
productoras de alimento. Los humanos la adquieren mediante el consumo de
leche cruda o queso contaminado. B. abortus esta mas extendida en el mundo
en comparacion a las otras especies de Brucellas, sin embargo, se aisla poco
de casos humanos (Mandell, 1995). La infeccién en el hombre es a menudo
subclinica, y cuando presenta alguna sintomatologia es, en general, menos
severa que la causada por B. melitensis o B. suis. Las vacas y sus productos
son la fuente de infeccidbn mas comun, aunque los perros también pueden jugar
un papel importante en la epizootiologia de la enfermedad en nuestro medio
rural. B. melitensis es la que a nivel mundial mas se notifica como causa de
enfermedad, aislandose con mayor frecuencia de los casos humanos (casi en

un 90%) (Mandell, 1995). Es la especie mas virulenta y esta asociada a una
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enfermedad aguda severa. La bacteria infecta principalmente a cabras vy

ovejas, pero también puede afectar otras especies, inciuido ai homtre.

Los animales infectados, excretan gran cantidad de bacterias junto con los
tejidos y otros productos del aborto; en menor cantidad por excreciones
genitales, semen, orina que contaminan el ambiente (suelo, pasturas, agua).
También se excreta en la leche y el calostro. La leche es una fuente de
infeccion importante para la poblacién que la consume sin ningun tratamiento
térmico previo. Por consiguiente, tanto la poblacién rural como la urbana
pueden verse afectadas y contraer la infeccion. Es dificil determinar hasta qué
grado el paso de los animales por ciertos caminos o rutas urbanas o
suburbanas puede producir contaminacién de zonas pobladas, teniendo en
cuenta que la bacteria sobrevive periodos prolongados en el polvo, estiércol,

agua, y en el suelo (Dornand y col., 2002).

El hombre puede adquirir la bacteria por exposicidon ocupacional, contacto con
ambientes contaminados, consumo de agua y alimentos contaminados. La
manufactura de quesos concentra en buena medida a las bacterias que pueden
sobrevivir en esas condiciones algunos meses. Lo mismo sucede en el caso de
la manteca, crema o helados preparados con leche contaminada y sin
tratamiento térmico (Mandell, 1995). El consumo de carne no es una fuente de
contaminacion importante, excepto que sea carne cruda o mal cocida,
proveniente de animales infectados (Mandell, 1995). Igualmente representa un
riesgo menor, ya que el musculo contiene baja cantidad de Brucellas viables.
En cambio las visceras, la ubre y los testiculos contienen cantidades

importantes de bacterias, al igual que la sangre fresca (Mandell, 1995).

Brucella puede ingresar al organismo a través de lesiones de la piel, mientras
se manipulan animales infectados o sus desechos, al inhalar polvo o pelo
contaminado, por salpicaduras en la conjuntiva, por ingestion accidental, a
traves de abrasiones o lesiones de piel o por auto inoculacion accidental de
sangre del animal infectado o de vacunas vivas (Mandell 1995, Sauret y

Vilissova, 2002).

En paises en que la infeccion por Brucella es endemica en la poblacién animal,

la infeccidn en humanos es frecuente (Roop y col., 1994, Yagupsky, 1999), sin
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embargo, la transmision persona a persona es extremadamente inusual (Fiori y
col.,, 2000). En los casus reportados solo existe evidencia circunstancial,
sugiriendo que la transmision se produjo por via sexual. De mayor importancia
es la infeccion como resultado de una transfusion de sangre o de un trasplante
de tejido, siendo el de médula 6sea la de mayor riesgo (Yagupsky, 1999). Otra
forma de transmision es de la madre con brucelosis aguda al hijo a través de la
leche materna o de la placenta produciendo aborto o brucelosis en el recién

nacido.

En Uruguay la incidencia ha sufrido variaciones anuales en los ultimos anos
dependiendo del nimero de focos en los animales. Por ejemplo en el ano 2005,
hubieron 5 casos humanos, afo 2009, 22 y en el aino 2010, 16 casos humanos.

La prevalencia en Médicos Veterinarios es del orden del 0,32% (Gil, 2012).

4.7 ENFERMEDAD EN LOS HUMANOS

El periodo de incubaciéon suele ser variable, en general, de 2 a 3 semanas,
aunque puede prolongarse hasta algunos meses. De algun modo, éste
depende de la virulencia de la cepa, la dosis y del estado nutricional e inmune
del individuo (Lépez y Contreras, 2004). La enfermedad puede ser adquirida
por exposicion ocupacional de los trabajadores de mataderos, carniceros,
empleados rurales y veterinarios, al inhalar aerosoles contaminados o en viajes
a lugares donde la infeccidn es endémica (Yagupsky, 1999). Las infecciones
asociadas al trabajo de laboratorio representan el 2% de los casos y se ha
informado que el periodo de incubacién de la brucelosis adquirida por
accidente en el laboratorio puede variar entre uno a cinco meses (Fiori y col.,
2000). El predominio de un mecanismo de infeccion u otro dependera de las
condiciones socioeconémicas y de los habitos de la poblacion, asi como de las
caracteristicas del medio social que se considere. En los paises que tienen un
mejor nivel sanitario, la enfermedad es de caracter casi exclusivamente
profesional, mientras que en los menos desarrollados, una parte importante de
los casos corresponde a la poblacion general, que adquiere la infeccion a
través de la ingesta de productos lacteos no controlados, principalmente leche
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y queso fresco (Richey y Harrel, 1997, Dornand y col.,, 2002; Loépez y
Contreras, 2004).

La brucelosis humana ha sido clasificada en forma arbitraria en varias
categorias: subclinica, subaguda, bacteriemia, aguda, recurrente, cronica, etc.
Dichos términos reflejan el espectro de las manifestaciones clinicas pero
complican el diagnéstico. La mayoria de los autores coinciden en considerar
solo las fases aguda y cronica. Por otro lado, la brucelosis tipica en la etapa
aguda, no siempre se identifica con facilidad, ya que los signos y sintomas
podrian ser la expresion de otras enfermedades febriles comunes en nuestro
medio. En consecuencia, se tienen que descartar enfermedades como:
salmonelosis, tifoidea, dengue, tuberculosis, leptospirosis y otras que sean
prevalentes en las zonas donde se presenten los casos. Las manifestaciones
clinicas de la brucelosis son diversas y el curso de la enfermedad es variable.
Pacientes con brucelosis pueden presentar una enfermedad febril aguda,
sistémica; una infeccion crénica; o un proceso inflamatorio localizado
(Rodriguez y col., 2002).

Los pacientes presentan sintomas no especificos tales como fiebre,
sudoracién, fatiga, anorexia, y dolores musculares y articulares. Los sintomas
neurosiquiatricos, depresion, dolor de cabeza e irritabilidad, ocurren con
frecuencia. Ademas, infecciones focales de huesos, articulaciones, o de la zona
genitourinaria pueden causar dolor local. Tos, dolor de pecho, y dispepsia

también pueden ser observados (Acha y Szyfres, 2001).

Los pacientes con infecciones crénicas presentan con frecuencia pérdida de
peso. Los sintomas duran a menudo por 3 a 6 meses y de vez en cuando por
un ano o mas. Los examenes fisicos son generalmente normales, aunque
puede ocurrir hepatomegalia, esplenomegalia y linfoadenopatia. La brucelosis
no causa generalmente leucocitosis, y algunos pacientes pueden presentarse
moderadamente neutropenicos. Aunque las manifestaciones de la enfermedad
no se pueden relacionar terminantemente con la especie que causa la
infeccion, B. melitensis tiende a causar una enfermedad mas severa y mas
sistémica que las otras Brucellas; B. suis causa principalmente una enfermedad

supurativa localizada (Acha y Szyfres, 2001).
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La infeccion con B. melitensis produce enfermedad Osea y articular en
aproximadamente el 30% de pacientes; la sacroiieitis aparece en el 6% al 15%
de los casos, particularmente en adultos jovenes. La sacroileitis e infecciones
comunes periféricas y la destruccion del hueso es inusual (Rodriguez y col.,
2002). Por otro lado, la espondilitis, otra manifestacién osteoarticular importante
de la brucelosis, tiende a afectar a pacientes de mediana edad o mayores,

causando dolor (generalmente lumbar) y usualmente sintoma radicular.

Las infecciones del pulmoén también se han descrito, particularmente antes del
advenimiento de antibidticos eficaces. Aunque hasta un cuarto de pacientes
pueden presentar sintomas respiratorios, sobre todo tos, disnea, dolor
pleuritico, examenes de rayos X del pecho son generalmente normales,
aunque se pueden observar infiltraciones locales o difusas, efusion pleural,

abscesos y granulomas (Lépez y Contreras, 2004).

La hepatitis y, raramente, abscesos en el higado pueden ocurrir. Elevaciones
leves en suero de lactato deshidrogenasa y fosfatasa alcalina son comunes. La
biopsia puede demostrar granulomas bien formados o hepatitis no especifica

con colecciones de células mononucleares.

Otros sitios de infeccion incluyen el corazén, el sistema nervioso central y la
piel. La endocarditis es rara, pero es la complicacidn mas temida, y es la causa
del 80% de las muertes por brucelosis. La infeccién del sistema nervioso
central se manifiesta generalmente como meningoencefalitis cronica, pero
también se pueden presentar la hemorragia subaracnoide y mielitis (Rodriguez
y col., 2002; Lopez y Contreras, 2004).

Para un tratamiento efectivo, ya que Brucella en una bacteria intracelular
facultativa, se recomienda seleccionar aquellos antibiéticos que tengan la
propiedad de penetrar dentro de las células blanco y que la dosis y duracion del
tratamiento sean las mas adecuadas. De acuerdo a la Organizacién Mundial de
la Salud se debe establecer un tratamiento con Doxicilina 200 mg/dia mas
Rifampicina 600/900 mg/dia por un periodo de seis semanas para lograr la

eliminacién de Brucella (Lopez y Contreras, 2004).
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El diagndstico de la brucelosis en el humano debe considerar aspectos clinicos,
y contar con una nistoria clinica detallada que incluya alguna informacion de
tipo epidemiologico. Es muy recomendable practicar un estudio bacteriolégico,

complementado con la busqueda de anticuerpos en el suero.

El cultivo de la bacteria es la unica evidencia contundente de que se trata de
una infeccién por Brucella. Aunque se puede aislar de varias fuentes, la sangre
es el material que se emplea con mayor frecuencia para realizar el cultivo
bacteriolégico. Existen algunas recomendaciones que deben tomarse en
cuenta para lograr el cultivo con éxito, en primer lugar el paciente no debe
encontrarse bajo terapia antibidtica al momento de tomar la muestra y de
preferencia se debe practicar durante la fase aguda de la enfermedad, por la
tarde, antes de que se alcance el pico febril. Una vez que se tenga el
crecimiento de colonias sospechosas, se recomienda realizar una identificaciéon

presuntiva (Rodriguez y col., 2002; Lépez y Contreras, 2004).

En la actualidad existen otros sistemas de aislamiento y se cuenta también con
métodos moleculares como la PCR, que es otra forma para poner de manifiesto
a Brucella spp en sangre, liquido cefalorraquideo y otras muestras. La ventaja
que presenta es su rapidez, sensibilidad y especificidad, ademas que permite
identificar el ADN libre y procedente de bacterias muertas o danadas por el
sistema inmune o los antibiéticos, que son incapaces de crecer. También se
realizan pruebas serolégicas comunes como Rosa de Bengala, Fijacion de

Complemento y ELISA entre otras (Lopez y Contreras, 2004).

4.8 TRANSMISION DE LA BRUCELOSIS BOVINA

La forma principal de contagio de la Brucelosis bovina, es a través de la via
digestiva. Esta se produce cuando los animales lamen fetos abortados,
terneros recién nacidos y/o los genitales de otros animales, y si estos estan
infectados se produce una ingestion masiva de bacterias (Rodriguez y col.,
2005). También es importante la ingestion de pastos, forrajes y aguas

contaminados con secreciones vaginales y leche de hembras enfermas.
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Algunos autores consideran que el contagio por via cutanea tiene por lo menos,
la misma importancia. Por ejemplo, se pueden producii infecciones mediante
las camas infectadas, cuando haya lesiones en los pezones, en los extremos
de los miembros o en el espacio interdigital que faciliten la penetracion del
agente patoégeno. También durante el ordene, las Brucellas pueden penetrar la
piel de los pezones cuando las manos del ordefador se encuentren
humedecidas con leche infectada de otro animal (Rodriguez y col., 2005). La
via genital puede ser importante solo si se realiza inseminacién artificial con
semen infectado, de lo contrario, la brucelosis bovina no es una enfermedad
venérea. El semen de un toro infectado puede contener grandes cantidades de
Brucellas pero sin embargo no contagia a la vaca. La razén es que la acidez de
la vagina contribuye a destruir a las bacterias (Rodriguez y col., 2002,
Rodriguez y col., 2005).

La transmisién es menos frecuente por via respiratoria, mediante la inhalaciéon
de polvo. Particulas que transportan Brucellas, puede tener importancia
durante el verano cuando se reunen los animales en corrales y mangas para
realizar vacunaciones, desparasitaciones, etc. (Rodriguez y col., 2002,
Rodriguez y col., 2005). Esta enfermedad tiene un periodo de incubacion
variable pues la bacteria luego de ingresar al organismo se multiplica en
ganglios y érganos del sistema reticulo-endotelial y el tiempo del mismo varia
de acuerdo al estado fisiolégico del animal. El periodo de incubacién siempre
es mas corto en el animal prefado. Las vacas inmaduras sexualmente son
poco susceptibles a B. abortus, ésta aumenta con el desarrollo sexual y con la
gestacion (Acha y Szyfres, 2001). El signo principal de la enfermedad es el
aborto al final de la gestacion (ultimo tercio). No es frecuente la presencia de
mortinatos debido a esta enfermedad. La principal fuente de contagio son las
secreciones vaginales que se producen desde aproximadamente 15 dias antes
del aborto o parto hasta 4 semanas siguientes al mismo (Rodriguez y col.,
2002; Rodriguez y col.,, 2005). Algunos experimentos demostraron que se
pueden eliminar hasta 1x10" Brucellas por gramo de placenta, lo que nos esta
indicando la gravedad del fendmeno que representa el aborto y mas aun el
parto de un animal infectado, en un rodeo con animales susceptibles. Pueden

infectarse en Utero o cuando los terneros nacidos de madres sanas son
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alimentados con leche o calostro de hembras enfermas (Richey y Harrel, 1997;
Rodriguez y col., 2005).

Una condicién que debe tenerse en cuenta son las terneras hijas de madres
positivas, las cuales pueden padecer la infeccion en forma latente. Estas se
infectan durante la vida intrauterina, pero no son detectadas por las pruebas
serolégicas, durante la gestacion (quinto y séptimo mes) se produce el aborto

debido a la infeccién por brucelosis (Samartino, 2003; Casas, 2008).

Es aconsejable y prudente no destinar para el servicio esta categoria de alto
riesgo y destinarla a engorde-faena. De no ser posible deberian mantenerse
identificadas, apartadas del resto del rodeo y realizar un sangrado antes del
quinto mes de gestacion, con la finalidad de eliminarlas antes del parto/aborto

en caso de estar infectadas (Samartino, 2003, Casas, 2008).

4.9 PATOGENIA Y SINTOMATOLOGIA DE LA
ENFERMEDAD EN BOVINOS

Las especies de Brucella son patégenos intracelulares facultativos, y su
virulencia esta relacionada con la capacidad que poseen para resistir el efecto
bactericida de los componentes del suero normal y para adherirse, penetrar y
multiplicarse en una gran variedad de células eucaribticas, tanto fagociticas
como no fagociticas. La localizacién intracelular las mantiene protegidas de los
antibiéticos y de factores bactericidas del plasma como el sistema del
complemento y anticuerpos, lo que determina la naturaleza crbnica de la

infeccion (Rodriguez y col., 2001).

De acuerdo a resultados obtenidos en experimentos de laboratorio controlados
y calculos estimativos de campo, alrededor de un tercio de las hembras
bovinas enfermas de brucelosis no abortan nunca, pero son igual o mas
peligrosas en cuanto al contagio para otros animales, especialmente cuando se

produce el parto. El 80% de las vacas que abortan solo lo hacen una vez. La
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retencion de placenta acompana frecuentemente a los abortos y/o partos de

animales infectados con B. abortus.

La mayoria de los animales se infectan directamente a través de la mucosa
oronasal, por ingestion de alimentos contaminados o por inhalacion de polvo
con microorganismos que los animales han secretado con la leche o los
exudados vaginales después del aborto (Rodriguez y col., 2001). B. abortus,
ademas de infectar al ganado bovino, puede infectar a otras especies como
bufalos, bisontes, alces, jabalies, zorros, renos, camellos y animales marinos
(Mandell, 1995; Cloeckaert y col.,, 2000). Inmediatamente después de la
penetracion e independientemente de la via de entrada, las bacterias son
transportadas, libres o en el interior de células fagociticas, hasta los ganglios
linfaticos mas préximos al lugar de entrada. Si las bacterias no son destruidas,
pueden sobrevivir largos periodos en el interior de las células fagociticas
(Llarmon y col., 1988). Los ganglios linfaticos responden a la agresién por
medio de una hiperplasia reticuloendotelial y linfatica, que puede tardar varias
semanas en producirse y persistir durante meses (Rodriguez y col., 2001). En
los fagosomas de los macroéfagos, Brucella sobrevive y se multiplica, inhibiendo
la fusién del fagosoma que contiene la bacteria y el lisosoma, mediante la
acidificacién rapida del medio (Pizarro-Cerda y col., 1998, Celli y col., 2003, Ko
y Splitter 2003). En células fagociticas no profesionales, la internalizacion de B.
abortus se asocia al dominio extracelular de la proteina tirosina quinasa y la
activacion de una serie de pequenas GTPasas (Guzman- Berri y col., 2001),
tendiendo a localizarse dentro del reticulo endoplasmico rugoso (Corbel 1997).
Su localizacion intracelular corresponde al area perinuclear de las células
infectadas. La ubicacién de Brucella en el RE de la célula huésped, pudiera ser
una estrategia que le permitiria obtener metabolitos sintetizados o translocados

al RE, en forma de péptidos pequenos, esenciales para su crecimiento.

El lipopolisacarido liso (S-LPS) posiblemente juega un papel importante, en la
virulencia, ya que de forma natural las cepas lisas son mas patdgenas que las
cepas rugosas, las cuales poseen virulencia reducida, sin embargo, existen en
la naturaleza cepas rugosas que son patégenas, como B. ovis y B. canis y
cepas lisas con virulencia reducida como B. neofomae. Lo anterior sugiere que

el LPS no es la unica molécula involucrada en la virulencia y que existen otros
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factores como las proteinas superficiales que pueden participar en la

interaccion de Brucella con su célula huésped.

Por otro lado, se sabe que B. abortus escapa a la muerte dentro de los PMN, al
producir guanosina 5 monofosfato (GMP) y adenina que inhiben la fusién
fagosomalisosoma, la desgranulacion y la activacion del sistema mielo-
peroxidasahaluro y la produccion del factor de necrosis tumoral. Ademas,
Brucella produce Cu-Zn superoxido dismutasa, que probablemente participa en

las fases tempranas de la infeccion intracelular (Lopez y Contreras, 2004).

Dentro del macréfago, la bacteria debe enfrentarse a condiciones adversas
como el pH, falta de nutrientes y presencia de intermediarios reactivos del
oxigeno. Brucella debe resistir estas condiciones de estrés, para poder
establecerse en el reticulo endoplasmico. La supervivencia de Brucella dentro
del macréfago, se ha asociado con la sintesis de enzimas antioxidantes (KatE y
SodC). Estudios empleando mutantes de B. abortus catalasa-deficiente (katE) y
Cu-Zn superoxido dismutasa deficiente (sodC) indicaron que estas enzimas
juegan un papel fundamental en la proteccion de estos organismos contra la
exposicion al superoxido de hidrégeno y al oxigeno in vitro (Kim y col., 2000;
Gee y col., 2001).

Una de las caracteristicas interesantes acerca del parasitismo de Brucella, es
que la bacteria es capaz de replicarse intracelularmente en grandes cantidades
sin restringir las funciones celulares basicas o inducir dafios obvios en las
células. Por ejemplo, altos numeros de bacterias dentro del RE causan
constriccion en el nucleo de la célula, sin embargo, la invasion de este organelo
nunca se logra. En esta misma direccién, procesos cruciales del ciclo celular
como sintesis de ADN, condensacioén del cromosoma, mitosis, carioquinesis y
citocinesis no son inhibidas, a pesar de que grandes cantidades de Brucellas
se estén replicando dentro del RE (Gorvel y Moreno, 2002). Este fendbmeno no
se restringe a las células infectadas, puesto que las células vecinas no
infectadas también estan protegidas sugiriendo que este fendmeno es causado
por una sustancia emanada por las células y puede ser promovido por la

replicacion de Brucella. Es dificil imaginar como una replicaciéon masiva de una

- 40 -



bacteria intracelular parece no interferir con sus funciones fisiologicas

importantes.

En este sentido, se especula que Brucella produce una coleccion de
determinantes moleculares que promueven la supervivencia de la célula
huésped y la proliferacion celular para su propio beneficio (Gorvel y Moreno,
2002). Aunque los mecanismos que emplea Brucella spp para producir dano al
huésped, aun no se conocen con detalle, se acepta que estan muy
relacionados con la permanencia intracelular de las bacterias. Esta ubicaciéon
intracelular, que la mantiene alejada de los antibiéticos y de los componentes
plasmaticos bactericidas como el complemento y los anticuerpos,
probablemente determina la naturaleza cronica de la enfermedad (Lopez vy
Contreras, 2004).

En infecciones experimentales en ratones, se ha observado que la infeccion
tiene dos fases: durante las primeras dos semanas la bacteria se multiplica
rapidamente; en la segunda fase, el numero de bacterias se estabiliza hacia la
quinta o sexta semana y luego decrece lentamente hasta desaparecer (Hong y
col., 2000).

La especial afinidad que estas bacterias tienen por el endometrio gravido y por
la placenta fetal de bovinos hace que también proliferen extensamente en
trofoblastos de la placenta que rodean al feto (Meador y Deyoe, 1989), lo que
condiciona que la principal manifestacién clinica de la infeccién aguda en los
animales sea el aborto durante el ultimo tercio de la gestacion, o el nacimiento
de animales prematuros poco viables (Ficht, 2003). Por lo general el aborto se
produce en la segunda mitad de la gestacion, con retencion de placenta, y en
consecuencia con metritis que puede ser causa de infertilidad permanente
(Acha y col., 1986). Uno de los signos mas frecuentes es la fiebre ondulante
(Voigt y Kleine, 2001). En bovinos machos provoca alteraciones testiculares
(orquitis, epididimitis) y en glandulas genitales anexas (vesiculitis seminal,
ampollitis), disminuciéon de la fertilidad, acompanadas algunas veces por

abscesos en testiculos y epididimo (Hausler y Koontz, 1974).
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Ademas de la afeccion de los dérganos genitales puede causar: bursitis, artritis,
nigroma, mastitis, debilidad, dclores articulares, trastornos gastrointestinales,

hepatitis, endocarditis, neumonia, espondilitis (Voigt y Kleine, 2001).

4.10 RESPUESTA INMUNE PRODUCIDA EN BOVINOS POR
LA INFECCION CON B. ABORTUS

De un modo general, como resultado de una infeccidbn por bacterias Gram
negativas, las células del huésped se exponen principalmente a dos diferentes
categorias estructurales de antigenos, el lipopolisacarido (LPS) y las proteinas,
los que ejercen diferentes formas de activacion del sistema inmune. Las
proteinas bacterianas antigénicas inducen una respuesta inmune especifica
tanto celular como humoral con células de memoria funcionales. La primera es
mas importante porque se le relaciona con la inmunidad protectora. Una vez
que la bacteria es ingerida, muerta, y procesada sus antigenos proteicos se
localizan en compartimientos dentro de las células presentadoras de antigeno y
se procesan hasta pequenos péptidos (de 8 a 12 residuos), quedando listos
para asociarse con moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) de clase ll. Estas moléculas presentadoras, que son heterodimeros, se
translocan desde el reticulo endoplasmico al aparato de Golgi antes de
alcanzar la via endocitica a través de la cual seran presentados en la superficie
de la célula. Los linfocitos TCD4+ reconocen péptidos asociados al MHC clase
Il'y los T CD8+ interaccionan con péptidos asociados al MHC clase | (Janeway
y col., 2003).

Las moléculas de carbohidratos y glicolipidos como el LPS, se consideran
tradicionalmente como antigenos T- independientes, basado en observaciones
gue muestran que estas moléculas son capaces de activar linfocitos B, que
inducen la produccion de anticuerpos sin la aparente participacion de las
células T. EI LPS no induce una respuesta de hipersensibilidad de tipo

retardado como las proteinas (Lopez y Contreras, 2004).
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Los antigenos proteicos se presentan a células T cooperadoras (Th) con
fenotipo CD4+, en general. Sin embargo, algunos antigenos de Brucella se
expresan en el contexto del MHC de clase I, que provoca la activacion de
células T citotdxicas (Tc), con fenotipo CD8+. Las células Th incluyen a dos

subpoblaciones que se distinguen entre ellas por sus funciones.

Las Th1 que controlan la respuesta de tipo celular, por medio de ciertas
citoquinas, en cambio las Th2, controlan la respuesta de anticuerpos (humoral)
por el mismo mecanismo. Las células Th1 participan en forma directa en la
proteccion hacia patégenos intracelulares, produciendo IL-2 e IFN-{ que induce
la activacion de macréfagos con mayor capacidad bactericida. Ambas
subpoblaciones regulan la produccion de los diferentes isotipos de anticuerpos
en forma selectiva al producir distintas citoquinas (Lépez y Contreras, 2004).
Sin embargo la respuesta inmune celular de tipo Th1, es la que controla la

infeccién y la eliminacion completa de las bacterias (Loépez y Contreras, 2004).

En cuanto a la respuesta inmune innata frente a la infeccion con B. abortus, los
macréfagos que son células fagociticas y presentadoras de antigeno capaces
de modular la respuesta inmune a través de la produccion de diferentes
citoquinas (Liautard y col., 1996), son la principal célula blanco en la infeccidon
con esta bacteria. El tipo de fagocitosis, la naturaleza del receptor utilizado y la
activacion de esta célula son variables criticas para determinar el desarrollo de
la infeccidn; asi, se ha demostrado que cepas rugosas (desprovistas de la
cadena O del LPS) y lisas (con la cadena O del LPS) de B. abortus son
rapidamente ingeridas soélo si son opsonizadas con proteinas del complemento
o anticuerpos especificos (Harmon y col.,, 1989). En macréfagos bovinos,
derivados de glandula mamaria, las cepas virulentas de Brucella abortus
presentan una mayor tasa de sobrevivencia y replicacion, comparada con
cepas rugosas o no virulentas (Harmon y col., 1989). Se ha sugerido que la
cadena O del LPS es un factor esencial de este patdgeno para la sobrevivencia
en ratones (Godfroid y col., 2002). Una vez la bacteria ha sido fagocitada, es
expuesta al medio hostil de los compartimentos fagolisosomales dentro de la
célula fagocitica. El ensamblaje de esta estructura puede ser inhibido por cepas
virulentas de B. abortus, mediante extractos de superficie (proteinas, azucares,

aminoacidos y carbohidratos) no relacionados con los LPS, que inhiben la
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fusion fagosoma-lisosoma (Frenchick y col., 1984). La explosion respiratoria
juega un papel muy impcertante en el proceso antibacterial de las céluias
fagociticas. Sélo las cepas de Brucella opsonizadas son capaces de inducir la
liberacion de cantidades significativas de radicales de oxigeno en macréfagos
derivados de bovinos resistentes a la infeccion por B. abortus, comparado con
macréfagos derivados de animales susceptibles (Harmon y col., 1985; Harmon
y col., 1989). In vitro, lineas celulares de macrofagos y macréfagos peritoneales
murinos, producen especies derivadas del nitrégeno reactivo, como el 6xido
nitrico, después de la activacion con interferon gamma (IFN y) y la infeccion
con diferentes especies de Brucella (Jiang y col., 1993; Gross y col., 1998,
2000).

Las células fagociticas tienen otros tipos de mecanismos diferentes a los
radicales derivados del oxigeno, como las enzimas hidroliticas y los haluros
reactivos; sistemas esencialmente encontrados en los polimorfonucleares
(PMNSs) neutréfilos. Los PMNs utilizan los componentes de sus granulos para la
destruccion de microorganismos invasores. Se ha demostrado que la
degranulacion de estas células puede ser inhibida por B. abortus (Riley y
Robertson, 1984; Bertram y col., 1986); esto se evidencié por un proceso
inhibitorio activo de la iodinacion de proteinas por los PMNs: en la presencia de
extractos crudos de B. abortus (Canning y col., 1985), donde la §' guanosina
monofosfato (GMP) y la adenina han sido identificadas como los componentes

bacterianos involucrados en este proceso (Canning y col., 1986).

Adicionalmente, se ha demostrado que algunos componentes de la membrana
externa de la Brucella spp, como el lipido A del LPS, juega un papel importante
en la resistencia a los péptidos catidonicos bactericidas. De esta manera el LPS
se considera un factor de virulencia que genera una eficiente barrera protectora
cuando la bacteria se expone a la actividad digestiva de los fagocitos (Harmon
y col., 1989; Martinez y col., 1995; Freer y col., 1996).

El gen Nramp1, que codifica la proteina del macréfago asociada con resistencia
natural a patdégenos intracelulares como Mycobacterium y Salmonella
(Saldarriaga y col., 2002), ha sido ubicado en el cromosoma 2 bovino (Feng y

col., 1996). Macrofagos derivados de bovinos seleccionados por la resistencia
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in vivo a la infeccién por B. abortus, restringieron la replicacion intracelular, a
Brucella abortus, Mycobacterium tuberculosis (8CG) y Salmonella dublin,
significativamente mejor que macrofagos derivados de animales susceptibles
(Qureshi y col., 1996). Estos mismos autores encontraron asociacion
significativa entre un polimorfismo del 3' UTR de gen Nramp1 bovino y la
resistencia natural de ganado a la Brucelosis. La sobrevivencia de esta bacteria
dentro de células fagociticas y no fagociticas, puede ser también aumentada
por la expresion de proteinas como la enzima superoxido dismutasa Cu-Zn
(SOD) (Tatum y col., 1992; Kim y col., 2000; Gee y col., 2001) y la proteasa de
respuesta a temperaturas aumentadas (HtrA) (Elzer y col., 1996; Gajiwala y
Burley, 2000). Estas proteinas juegan un papel importante en la patogenicidad
inducida por la B. abortus ya que son importantes componentes de defensa

contra la respuesta oxidativa generada por el hospedero.

Cuando un macrofago ingiere una bacteria, inicia una serie de mecanismos
seleccionados que pueden inducir la muerte del invasor. Sin embargo, la
bacteria patogénica tiene desarrollados mecanismos moleculares para evitar el
ataque del fagocito (Kohler y col.,, 2002). Cuando el ataque falla, los
macrofagos algunas veces pueden inducir su propia apoptosis para evitar la
multiplicaciéon bacteriana intramacrofagica (Muller y col., 1996; Monack y col.,
1997; Ruckdeschel y col., 1998; Weinrauch y Zychlinsky, 1999). La induccién o
prevencion de la apoptosis de la célula huésped parece ser un paso critico en
la determinacion del resultado de la infeccion. Se ha demostrado que B. suis
inhibe espontaneamente la apoptosis en monocitos humanos (Gross y col.,
2000). La prevencion de la apoptosis del monocito no es mediada por el
lipopolisacarido de Brucella y requiere la supervivencia bacteriana dentro de las
células infectadas. Las células invadidas y no invadidas estan protegidas,
indicando que mediadores solubles emanados durante la infeccién estan

envueltos en este fenbmeno (Dornand y col., 2002).

En cuanto a la respuesta inmune adaptativa humoral, se ha visto que el LPS es
el primer antigeno frente al cual aparecen inmunoglobulinas de tipo M (IgM) e
IgG, después de la infeccion natural o de la vacunacién con la cepa 19 (Winter
y col., 1989; Corbel, 1997). Ya que los anticuerpos pueden opsonizar las cepas

patégenas, nuevas células fagociticas podrian ser invadidas, potenciando la
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infeccion y promoviendo el establecimiento de la brucelosis bovina (Hofmann y
Houle, 1983; Baldwin y Parent, 2002). Los anticuerpos tipo IgG también pueden
proteger al huésped contra la liberacion de grandes cantidades de endotoxinas
(Hofmann y Houle, 1995). También se ha demostrado la producciéon de
anticuerpos contra proteinas de membrana, como las OMPII (Gémez y col.,
1995; Villamil y col., 1995). Si bien es cierto que la respuesta humoral ante
estas proteinas no es tan fuerte como la observada contra el LPS, estos
anticuerpos son importantes para el diagnostico, cuando se utilizan cepas
vacunales rugosas. De esta manera, otros antigenos, probablemente proteicos,
podrian estar involucrados en la proteccion contra cepas lisas virulentas, ya
que bovinos vacunados con cepas rugosas (RB51), aunque no producen
anticuerpos contra el LPS de cepas lisas (2308), si producen anticuerpos que
reaccionan contra proteinas de estas cepas virulentas (Stevens y Steven,
1996).

Por otro lado, en cuanto a la inmunidad mediada por células, se presumen que
una respuesta inmune mediada por células es de vital importancia para eliminar
o proteger el huésped de la infeccion por este organismo, teniendo en cuenta

que Brucella es capaz de replicarse en el medio ambiente intracelular.

Aunque en ratones la resistencia adquirida a la infeccion es el resultado de los
efectos independientes o probablemente interactivos entre los anticuerpos y las
células T efectoras de ambos fenotipos CD4+ y CD8+ (Araya y col., 1989), esta
inmunidad protectora mediada particularmente por los linfocitos TCD8+ ha sido
demostrada por ensayos con ratones knockout para las moléculas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) clase | y Il (Oliveira y Splitter,
1996; Oliveira y col., 2002).

Algunas citoquinas proinflamatorias y derivadas de la célula T han sido
detectadas en sobrenadantes de esplenocitos derivados de animales
sensibilizados, reestimulados con antigenos de Brucella. El papel de estas
moléculas en el control de la infeccion, ha sido investigado por el uso de
citoquinas recombinantes o por la inhibicibn especifica de sus funciones,
utilizando anticuerpos monoclonales. Se ha demostrado que monocitos

humanos (Zaitseva y col.,, 1996) y células adherentes derivadas de bazo
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murino (Olivera y col., 1998), expresan IL-12, después de una estimulacion in
vivo con B. abortus y con LPS derivados de esta bacteria. Esta induccion
puede ser suprimida por anticuerpos monoclonales anti CD14, lo cual sugiere
que los monocitos reconocen a B. abortus por medio de su receptor para LPS.
Esta produccién rapida de IL- 12 durante la infeccion con B. abortus, es de vital
importancia para activar las células Th1 productoras de IFN-y y de esta manera
contribuir a la induccion de la resistencia celular adquirida. La supresion de la
IL-12 end6gena antes de la infeccion de ratones con B. abortus aumenta
significativamente la infeccion por Brucella, probablemente por la disminucién
en la produccién de IFN-y por las células T de bazo, observada en estos
ratones. Bajos niveles de IFN-y no alcanzaron a estimular adecuadamente los
macrofagos derivados de bazo, quienes a su vez mostraron una disminucion en
la produccién de oxido nitrico (Zhan y Cheers, 1995). La IL-12 inducida por B.
abortus, también ha mostrado un gran efecto sobre células NK, ya que en éstas
se promueve una eficiente actividad citolitica contra células tumorales o células
infectadas con patdégenos intracelulares (Zaitseva y col., 1996). El IFN-y ha sido
claramente involucrado en la resistencia durante la infeccion por B. abortus, ya
que macréfagos murinos activados por esta citoquina controlaron
efectivamente la replicacién intracelular de las cepas de B. abortus 19y 2308 in
vitro (Jiang y Baldwin, 1993; Baldwin y Parent, 2002); ademas, la neutralizacién
de IFN-y enddgeno in vivo resulté en una marcada disminucién de la habilidad
del ratdn para controlar la infeccion con la cepa atenuada 19 de B. abortus
(Zhan y Cheers, 1993).

En humanos, B. abortus induce la secrecion de IFN-y en células TCD4+ vy
TCD8+ , demostrando de nuevo la capacidad de esta bacteria para promover el
patron Th1 de diferenciacion de la célula T (Zaitseva y col., 1995; Murphy y
col.,, 2001). Sin embargo, aunque es conocido que la B. abortus induce el
patréon Th1 de las células TCD4 (Zhan y col., 1993), las cepas 19 y 2308 de B.
abortus pueden persistir en los bazos de ratones BALB/c infectados, entre 6
semanas y 6 meses respectivamente (Ho y Cheer, 1982; Montaraz y Winter,
1986). Adicionalmente, una respuesta Th1 con produccion de IFN-y puede

promover la secrecion de anticuerpos; como por ejemplo, en ratones los
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isotipos IgG3 e IgG2a, dirigidos contra el LPS de la cepa lisa de Brucella, han

mostrado ser protectores (Ho y Cheer, 1982; Montaraz y Winter, 1986).

De igual manera el factor de necrosis tumoral (TNF-y), una citoquina
proinflamatoria producida durante la fase temprana de la infeccion intracelular,
también esta involucrada en la resistencia a Brucella abortus (Zhan y col.,
1996). Sin embargo, se ha demostrado que algunos subproductos proteicos de
alto peso molecular derivados de la Brucella inhiben especificamente la
expresion de TNF-y, y por lo tanto se han considerado como factores de

virulencia (Caron y col., 1996).

La induccidén de TNF-y y de los patrones Th1 y Th2 por cepas vivas y muertas
de Brucella es diferente. Asi, cantidades sustanciales de TNF-a, fueron
detectadas en los sobrenadantes de macréfagos peritoneales bovinos, después
del desafio con la Brucella viva. Por el contrario, estas células estimuladas con

bacterias muertas por calor, no produjeron TNF-a (Zhan y Cheers, 1995b).

De igual forma, células de bazo derivadas de ratones infectados con Brucella
viva produjeron IFN-y e IL-2 en respuesta a antigenos de Brucella in vitro,
mientras que las mismas células derivadas de ratones inoculados con
proteinas solubles de Brucella, produjeron cantidades significativas de IL-2 y de
IL-4, pero no de IFN-y (Zhan y col., 1993, 1995). Utilizando la misma
metodologia se ha determinado el perfil de otras citoquinas proinflamatorias,
como por ejemplo la IL- 1, la cual fue producida en bajas cantidades en
respuesta a la bacteria viva o muerta y la IL-6 la cual se produjo en altas
cantidades pero tampoco difirié significativamente entre la respuesta inducida
por la bacteria viva y la inactivada (Zhan y Cheers, 1995b). De esta manera,
queda reconocido el papel de la forma del antigeno y su influencia en la
determinacién de la respuesta inmune. La IL-10 es una citoquina involucrada
en la regulacién negativa de la respuesta inmune protectora contra B. abortus,
mediante la inhibicién de patron Th1 o bloqueando las citoquinas inducidas por
la activacion del macrofago (Fernandez y Baldwin, 1995). La inmunizaciéon de
ratones con B. abortus inactivada, induce un incremento simultaneo de la
expresion de genes de IL-10 y de IFN-y en células TCD4+, independiente de la

IL-2, sugiriendo que en la respuesta inmune primaria ambos patrones de
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citoquinas son producidos. Ademas, aqui probablemente se esta presentando
un mecanismo de regulacion fisiclégica donde la respuesta inflamatoria es
regulada negativamente por la IL-10 producida endégenamente (Svetic y col.,
1993). De igual manera ratones deficientes en MHC clase |, donde no hay
activacion de células TCD8+, produjeron mayor cantidad de IL- 10 que
esplenocitos derivados de ratones con deficiencia en MHC de clase Il. Los altos
niveles de IL-10 se correlacionaron con un incremento de la susceptibilidad a la
infeccion por brucelosis en ratones deficientes de MHC de clase |. Se sugiere
entonces que las células TCD8+ pueden inhibir la produccién de IL-10; por esto
la brucelosis murina es mas grave en ratones defectuosos para MHC de clase |
(Olivera y col., 1998).

La identificacidon de antigenos derivados de esta bacteria, que puedan inducir
una inmunidad mediada por células protectoras (Th1) ha sido el objetivo de
varios estudios. El uso de una proteina ribosomal L7/L 12, producida por
tecnologia recombinante en E. coli, estimulé un perfil Th1 (IFN-y e IL-2) en
ratones infectados con B. abortus (Oliveira y Splitter, 1996). Ademas la
inmunizacién de ratones con esta proteina, confiere proteccidon contra la
infeccion producida por B. abortus (Oliveira y Splitter, 1996). Otros
componentes proteicos derivados de esta bacteria, como las proteinas de la
membrana externa (OMP Il) y la superdxido dismutasa (SOD Cu/Zn), han
mostrado inducir una inmunidad mediada por células en bovinos (Montafna y
col., 1998; Onate y Folch, 1995).

La B. abortus inactivada, también indujo altos niveles de expresion de
moléculas coestimuladoras B7.1-, B7.2 y de la molécula de adhesion
intercelular—1 (ICAM-1) sobre monocitos humanos, de tal forma que esta
bacteria puede aumentar las interacciones de las células presentadoras de
antigeno (CPA) con las células T, sugiriendo el potencial uso de esta cepa
inactivada como una vacuna que favorece una amplia respuesta inmune celular
(Zaitseva y col., 1996).

Ya que los linfocitos T derivados de diferentes hospederos como humanos,
ratones y bovinos, proliferan mostrando un perfil de citoquinas Th1 de manera

analoga en respuesta a la infeccion por Brucella (Olivera y col.,, 1998), las
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vacunas deberian preferencialmente inducir un patron Th1, para generar una
optima- resistencia contra la infecciéon inducida por esta bacteiia. La induccién
de una respuesta Th2 parece ser contraproducente para el control de la

infeccidon causada por B. abortus (Saldarriaga y col., 2002).

4.11 DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD

El diagnostico definitivo de Brucelosis se establece a partir del aislamiento,
deteccibn de antigenos bacterianos o amplificacion del genoma del
microorganismo (métodos directos) a partir de cultivos de sangre, médula 6sea,
leche, suero lacteo, moco vagina, plasma seminal u otros tejidos. Los métodos
serolégicos (indirectos) brindan un diagndéstico presuntivo para la enfermedad
(Castro y col., 2005).

4111 Diagnostico Directo

Se basa en evidenciar la presencia de la bacteria o de sus componentes en
materiales provenientes de animales reaccionantes a las pruebas serologicas.
Estas pueden proceder de fetos abortados, ganglios retromamarios, leche,
utero gravido o no (D’ Antro, 2003). Las mejores muestras para el cultivo son el
contenido estomacal, higado y bazo de fetos abortados y de terneros a término
infectados. Los ganglios linfaticos asociados con el tracto gastrointestinal
también dan habitualmente positivos en los cultivos de Brucellas (Scanlan,
1988).

41111 Aislamiento

El diagnostico inequivoco de la brucelosis es el directo por cultivo a partir de
leche o tejidos del animal e identificacion de la bacteria. Las Brucellas son
bacilos cortos Gram negativos de 0.5 x 0.5 hasta 1.5 mm de largo. Al emplear
la tincién de Ziehl-Neelsen modificada, las Brucellas se tifien de color rojo y se

observa la misma morfologia. El aislamiento de B. abortus puede llevarse a
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cabo en medios selectivos y enriquecidos, aunque B. abortus crece bien en
Agar sangre, los contaminantes presentes en el medio pueden crecer mas
rapidamente y enmascarar la presencia de aquella. EI medio de eleccion
utilizado es Agar-Triptosa Suero (TSA) con adicion de antibidticos. La bacteria
es de lento crecimiento y normalmente las colonias caracteristicas se ven
después de 3-5 dias de incubacion en microaerofilia (10% de CO;) (Rodriguez
y col., 2002; Lopez y Contreras, 2004).

En medio TSA, las cepas lisas (S) producen colonias circulares, convexas con
bordes regulares, translucidos y coloracion ambar. A la luz reflejada son

brillantes, ligeramente opalescentes y de color gris azulado.

En gelosa sangre no produce hemdlisis, en agar Mac Conkey crecen poco y no

fermentan la lactosa.

Las cepas rugosas (R), en TSA producen colonias semejantes en la forma pero

varian considerablemente en tamano, color, consistencia y textura.

En las cajas de TSA, se aconseja determinar la produccion de catalasa y
oxidasa, para las cuales las Brucellas son positivas. Enseguida, se procede a
aglutinar a las colonias sospechosas con suero polivalente anti Brucella. Se
recomienda realizar la suspension de Brucellas en solucion salina fenolada al
1.0% extremando las precauciones. Si hay aglutinacién, muy probablemente se

trate de bacterias del género Brucella (Rodriguez y col., 2002).

También se realizan pruebas bioquimicas especiales para identificar la especie
y el biovar. Inmediatamente después del primer aislamiento, la cepa en estudio
se siembra por triplicado en tubos con agar soya tripticasa y extracto de
levaduras inclinados. Se incuban dos tubos en atmosfera de CO; y el otro en
atmosfera normal, a 36° C por 48 horas antes de que se desarrollen mutantes
independientes de CO,. Con el crecimiento de uno de los tubos, se prepara
una suspension de bacterias para inocular el resto de medios de cultivo. En el
medio TSI se observa ausencia de acido y gas, en el medio Citrato de
Simmons esta bacteria no emplea el substrato como fuente de carbono, por lo
que no se modifica el color verde. En cuanto al medio de SIM, en este se

puede observar la inmovilidad de las Brucellas y la ausencia de indol y H,S. En
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el medio de urea de Christensen se debe medir el tiempo en que vira el medio
a rojo, debido a la produccién de ureasa. Brucella suis produce la mayor
cantidad de ureasa y en un tiempo muy corto comparada con las demas
especies que producen menor cantidad. Para el crecimiento en presencia de
colorantes normalmente se utilizan: tionina y fucsina basica (Lépez y Contreras,
2002).

El cultivo tiene una sensibilidad de 46,1% y una especificidad de 100% (Gall y
Nielsen, 2004).

Existen otras pruebas consideradas como especiales, debido a que sélo se
realizan en laboratorios de referencia especializados en estas bacterias. Una
de estas pruebas es la susceptibilidad a bacteriéfagos las cuales se realizan
sobre una capa de Brucella sembrada en forma masiva, en la que se coloca
una gota pequena de cada uno de los siguientes bacteri6fagos: Tbilisi (Tb),
Weybridge (Wy) y Berkeley (Bk), y se observa la existencia de lisis en los sitios

en donde se colocaron las gotas.

Por lo anterior, se puede observar que el aislamiento es dificil, laborioso y con
altos riesgos para quienes manipulan la bacteria, por lo que generalmente el
diagnostico se realiza por métodos indirectos de comprobacion de la respuesta

inmune ante la infeccion (Mac Millan, 1990).

Es preciso tener en cuenta que esta enfermedad es una importante zoonosis y
todos los trabajos de manipulacién de muestras, siembras, deben realizarse

adoptando las maximas precauciones (Blasco, 2001).

411.1.2 PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)

La identificacion gendmica mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) constituye otro método para la identificacion de Brucella, que a
diferencia de los cultivos bacteriolégicos, permite trabajar con organismos
muertos, hecho que evita el riesgo de infeccion para el operador (Mullis y

Faoona, 1987).
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PCR ha sido incorporada en la deteccion de Brucella a nivel de género, con la
utilizacion de diversas secuencias como blanco: entre ellos, el gen de la
proteina de 43 kDa de membrana externa de Brucella abortus (Fekete y col.,
1990); el gen que codifica el ARN ribosomal 16S de B. abortus (Hernan y
Ridder, 1992); el gen omp2, que codifica una proteina de la membrana externa

del patégeno (Leal-Klevezas y col., 1995).

Los anadlisis genéticos por PCR con la utlizacion de los cebadores
mencionados, han permitido amplificar secuencias de Brucella a partir de
muestras de sangre y/o de leche de caprinos y humanos (Leal-Klevezas y col.,

1995), ovinos, bovinos (Martinez-Soriano y col., 1993).

La especificidad de la prueba es elevada, debido a que no hay amplificacion de
los genomas de organismos relacionados filogenéticamente (Perry y Bundle,
1990; Yanagi y Yamasoto, 1993). La sensibilidad es de 82% y la especificidad
es de 98,6% (Gall y Nielsen, 2004).

41113  ELISA (Inmunoanalisis enzimatico) Directo

Se basa en la detecciéon de antigenos mediante anticuerpos (Acs) especificos
para Brucella. Las placas previamente impregnadas con el primer anticuerpo
monoclonal, es sembrada con las soluciones en las que se sospecha la
presencia del antigeno. Posteriormente se incuban con el anticuerpo conjugado
y luego del lavado, se releva la reaccion utilizando el sustrato especifico para la

enzima.

Esta técnica tiene como principales ventajas, la posibilidad de procesar muchas
muestras a la vez, y que permite la cuantificacion de antigenos bacterianos en
las muestras analizadas. Tiene una sensibilidad de 97,7% y una especificidad
de 90,5% (Gall y Nielsen, 2004 .)
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4.11.2 Diagnéstico indirecto

411.21 Prueba de Aglutinacion lenta en Tubo (SAT)

Precursora de las pruebas serolégicas actuales, todavia se sigue emplean

en algunos paises como prueba base, asociada a una prueba complementaria.
Esta prueba pone en evidencia a los anticuerpos 1gG2 e IgM, aunque es mas

eficiente en aglutinar los anticuerpos IgM que los IgG (Tizard, 1995).

Presenta una sensibilidad de 75,9% y una especificidad de 95,7% (Gall y
Nielsen, 2004).

Tiene varias desventajas, la principal es la dificultad de detectar eficazmente la
infeccion crénica o titulaciones bajas y dificiles de interpretar. Por tal razén la

OIE no la recomienda como una prueba diagnéstica actualmente (OIE, 2010).

411.2.2 Prueba de aglutinacion con 2 - mercaptoetanol (2-ME)
Esta prueba es una variante de la anterior, que emplea el tratamiento previo
con 2 — ME como agente reductor, que inactiva los anticuerpos de la clase IgM
y no produce efectos sobre los anticuerpos IgG (Castro y col., 2005). Tiene una
sensibilidad de 88,4% y una especificidad de 91,5 (Gall y Nielsen, 2004).

411.2.3 ELISA (Inmunoanalisis enzimatico)

La prueba de ELISA indirecta es sencilla, puede detectar anticuerpos tipo IgG1,
IgG2 e IgA; principalmente detecta IgG1 en suero bovino. Presenta una
sensibilidad de 96% y una especificidad de 93,8% (Gall y Nielsen, 2004).
Puede ser usada también en muestras de leche. Esta prueba es altamente
sensible en la leche pudiendo detectar anticuerpos en bajas diluciones (Lopez y
col., 1998; Nielsen, 2002).

Existe un trabajo nacional donde utilizaron diferentes técnicas (ELISA, PAL y
FPA), para determinar la probabilidad de deteccion de un rodeo con una vaca
positiva a Brucella abortus en funcién del numero de vacas en ordefe, la que
logré mejor desempeno fue ELISA, seguido de FPA, y luego PAL (Gil, 2012). Si
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bien la probabilidad de deteccidén disminuye a medida que aumenta el tamaio
del rodec, ELISA mantiene un alto nivel de deteccion comparandola con las

otras técnicas.

Por otro lado, debido a que varias pruebas no son capaces de diferenciar
anticuerpos vacunales de anticuerpos producidos por la infeccion, se desarrollé
la prueba de ELISA competitiva, utitizando como antigeno LPS proveniente de
B. abortus, teniendo una alta sensibilidad y especificidad. De este modo, esta
prueba es capaz de diferenciar anticuerpos vacunales de los anticuerpos de
campo, utilizandose como prueba de confirmacion (Blasco, 2001; Nielsen,
2002; D3jer y col., 2003)

411.24 Rosa de Bengala

La prueba de rosa de Bengala puede utilizar dos tipos de cepas, B. abortus
S99 o S1119.3 tenidas con rosa de Bengala con un pH de 3.65. El bajo pH
previene algunas aglutinaciones por IgM y favorece la aglutinacién por IgG1; de
este modo reduce las reacciones no especificas (Davies, 1971, Alton y col.,
1979, Nielsen, 2002). Es una prueba cualitativa muy sensible que detecta IgG1
y su positividad persiste por mucho tiempo, con la ventaja de realizarse en el
suero sin diluir, ademas de presentar escasisimos fenémenos de prozona, por

lo que su negatividad descarta practicamente la enfermedad (Casas, 1976).

La prueba de rosa de Bengala es altamente sensible, siendo uno de los valores
de sensibilidad de 96.2% y de una especificidad de 95.8% (Davies, 1971).
Samartino y col. (1999) determinaron la sensibilidad de Rosa de Bengala en
96.1% y especificidad en 97.8%, mientras que Navarro (1995) determino la

sensibilidad de la prueba en 94.2% y especificidad de 92%.

La prueba de Rosa de Bengala presenta ademas, cualidades tales como su
simplicidad al ejecutar la prueba (permite la realizacién de la prueba a campo,
reduciendo la necesidad del envio de un numero de muestras hacia un
laboratorio especializado), el tiempo dedicado a la ejecucion es minimo, y por

ello es considerada como prueba tamiz o base para el diagndstico en

-55.



programas que se encuentren en término de erradicar la brucelosis (Casas,
1976, Moyer y col., 1987; Megid y cul., 2000).

La prueba Rosa de Bengala al ser altamente sensible, sobre todo en
poblaciones que presentan animales vacunados con cepas lisas como la
vacuna B. abortus cepa 19, da como resultado mayor numero de falsos
positivos, por tanto es recomendado utilizarla como prueba tamiz en
poblaciones donde no se procede a la vacunacion, como también en

poblaciones que presenten prevalencia baja (Samartino y col., 1999).

Los resultados de falsos negativos en la prueba Rosa de Bengala podrian
atribuirse al tiempo de incubaciéon de la infeccion. Es decir, se procede a la
toma de muestra en el animal cuando se encuentra en una incubacion
temprana de la enfermedad donde los anticuerpos predominantes son los IgM y

no los IgG (anticuerpo detectables para la prueba) (Erasmus, 1987).

411.2.5 Rivanol

La prueba de rivanol es una herramienta util en el diagnostico de la brucelosis
bovina. Es un colorante de acridina que sedimenta las proteinas del suero,
entre ellas los anticuerpos de tipo IgM que predominan en el caso de
vacunacion o de infecciébn primaria, quedando los de tipo IgG, que se
encuentran en mayor cantidad en estimulaciones inmunolégicas posteriores
(Diaz y col., 1994).

Para lograr una buena aglutinacién se utiliza una solucién de rivanol al 1 %
junto con el suero del animal a probar, en una proporcion de 1:1. Esta reaccién
provocara la sedimentacion de las IgM y un sobrenadante rico en IgG. Se
utiliza un antigeno de Brucella abortus especialmente sensible para compensar
el efecto de la dilucién de los anticuerpos. Tiene una sensibilidad del entorno
del 83% y una especificidad del 93% (Diaz y col., 1994).

411.2.6 Fijacion de Complemento (FC)
Detecta los anticuerpos de los tipos IgG1 e IgM (aunque la IgM en gran parte
es destruida por el calor durante la inactivacion del complemento del suero

mientras que la IgG2 no fijja complemento). Se la considera la prueba mas
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sensible y precisa. Presenta el inconveniente de ser delicada y larga de
efectuar (Fensierbank, 1989). Las técnicas de ejecucion de la prueba dificren
de un laboratorio a otro; las principales son: Fijacion en frio y fijacién en

caliente, la macrotécnica en tubos y la microtécnica en placa.

El 50% de hemolisis se clasifica positivo en bovinos con titulos de 1:10 o
superiores y sospechosos a los titulos de 1:5. Es una prueba laboriosa y
complicada, pero valiosa por su alta especificidad (cercanos al 99%); sin
embargo, es de uso limitado debido al tiempo que se invierte en su
estandarizacion, asi como por su complejidad técnica que requiere de personal
calificado (Dajer-Abimerhi y col., 1995).

Navarro (1995) determina valor de sensibilidad que va de 96 a 98.8% y
especificidad entre 99.4 hasta el 100%. Se considera determinante en el
diagnostico confirmatorio de los sueros positivos a la prueba de rosa de

Bengala (Garcia-Carrillo, 1981).

Se basa en la activacién del complemento por la via clasica, en donde es
necesaria la presencia de una unién antigeno-anticuerpo para iniciar la
reaccion (fase invisible). Cuando existen anticuerpos contra Brucella spp., se
da la reaccion antigeno anticuerpo y el complemento se une a esta reaccion
(Ag-Ac-C'), siendo incapaz de unirse al sistema hemolitico, que es un segundo
sistema antigeno anticuerpo (fase visible), observandose una sedimentacion de
los glébulos rojos con anticuerpos o hemolisina. En ausencia de anticuerpos
contra Brucella spp. en el primer sistema durante la fase invisible, el
complemento queda libre, uniéndose al segundo sistema antigeno-anticuerpo o

sistema hemolitico, observandose una hemdlisis (Alton y col., 1988).

Por tanto, si el suero presenta anticuerpos contra Brucella spp., el
complemento no va a estar disponible y por tanto, no se va a producir la lisis de
los eritrocitos sedimentandose y, por consiguiente, se formara en el fondo del
tubo un botén de eritrocitos, dando la prueba como positiva. Esta se realiza en
varias diluciones para determinar la cantidad de anticuerpos existentes en la

muestra del animal (Blasco, 2001; Nielsen, 2002).
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4.11.2.7 Prueba del anillo en leche o “Milk ring test”

Una adaptacion de la prueba de aglutinacion utilizando el antigeno tefido con
hematoxilina, detecta los anticuerpos existentes en la leche, ya sea
procedentes de la sangre por filtracién (IgM) o bien producidas localmente en la

glandula mamaria (IgA).

El antigeno se une con el anticuerpo (si esta presente), formando un complejo
junto con los glébulos de grasa, que asciende por efectos del calor y forma una
capa de crema coloreada de azul oscuro (anillo de color azul). Si no existen
anticuerpos contra Brucella, el antigeno permanecera suspendido en la leche,
dando un color homogéneo azul, bajo una capa de crema blanca similar a un
anillo de color blanco (Diaz y col., 2000). La sensibilidad es de 89,5% vy la
especificidad es de 74,5% (Gall y Nielsen, 2004).

Por su baja sensibilidad puede causar interpretaciones erroneas en mastitis,
calostro y leche de la etapa final de lactacion (Fensterbank, 1989; Lépez y col.,
1998; William, 1999; Nielsen, 2002).

411.2.8 Polarizacion fluorescente (FPA)

Entre las nuevas técnicas que mas recientemente se ha incorporado en
diversos paises para el diagnéstico de la brucelosis, se encuentra la FPA. Es
una técnica sencilla que puede realizarse en el laboratorio y en otras
circunstancias en el campo. Es una prueba homogénea que, al no requerir la
separacion de los compuestos analizados, es muy rapida de efectuar. El
mecanismo se basa en la rotacion aleatoria de las moléculas en solucién. El
tamano molecular es el factor principal que influencia la velocidad de rotacion.
Por ejemplo, una molécula pequena gira a una velocidad mas alta que una
molécula grande. En este caso la molécula pequefia es el antigeno (Brucella
abortus) marcado con isotiocianato de fluoresceina que emitira una reaccion
que puede medirse por la luz polarizada. Sin embargo, si esta molécula se une
a los anticuerpos en solucién, aumentara su tamano y la velocidad de rotaciéon
de las mismas descendera, provocando una medida menor. El FPA se hace en
tubos aunque puede hacerse también en placas de 96 pocillos: luego de diluir

el suero bovino 1-100 en buffer especifico, se coloca en 2 mL de dicho buffer y
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se lee en un lector de polarizacion de fluorescencia. Seguidamente se le
agrega el antigeno, se espera dos minutos, se vuelve a leer y se obtiene el
resultado definitivo. Las medidas de lectura se expresan en unidades de

milipolarizacién (umP) (Samartino y col., 2007).

Tiene una sensibilidad de 94.9% y una especificidad de 99.4% (Nielsen, 2002).
Una de las ventajas practicas de esta técnica es la facilidad de Ia
implementaciéon y su rapidez, lo que permite obtener un diagnostico rapido y
preciso en pocos minutos. Esto que contribuye a una comunicacion rapida del
mismo con implicaciones importantes en el control de esta enfermedad
(Samartino y col., 2007).

Las pruebas diagnésticas oficiales, utilizadas en Uruguay segun el decreto
20/998 son:

1. Pruebas presuntivas: Rosa de Bengala (prueba individual) y Prueba de
anillo en leche (prueba colectiva). Pueden ser realizadas por laboratorios

particulares.

2. Pruebas confirmatorias: Fijacion de complemento, Rivanol (es la que se
utiliza actualmente) y Mercaptoetanol. Se realizan unicamente en el laboratorio
oficial Miguel C. Rubino (DILAVE), el cual produce y controla los antigenos a

ser utilizados en las diferentes pruebas diagnoésticas.

A continuacion, se describen las técnicas serolégicas utilizadas en el

diagnostico de Brucelosis en algunos paises de la regién (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Técnicas serolbgicas en algunos paises de la region.

Paises

Complementarias

Prueba Tamiz
Argentina BPA * ME, FC, FPA
Brasil Rosa de Bengala ME, FC
Chile Rosa de Bengala Rivanol, ELISAc
Paraguay Rosa de Bengala ME
Costa Rica Rosa de Bengala ELISAc
EEUU Rosa de Bengala, BPA* Rivanol, FC, FPA
Canada BPA, FPA ELISAc

* (Buffered platé antigen) Aglutinacion con antigeno buferado en placa.

Fuente: Samartino, 2006.

Dajer-Abimerhi y col. (1995), realizaron un estudio comparando las técnicas
Rosa de Bengala (RB), Rivanol (Riv), 2-Mercaptoetanol (2-ME) y ELISA con
Fijacion de Complemento (FC) para conocer su utilidad en el diagnéstico de
brucelosis bovina. La sensibilidad y especificidad relativas de las cuatro
pruebas comparadas con FC fueron como sigue: RB, 100% y 38%; 2-ME, 90%
y 99%; Riv, 86% y 100%; ELISA, 97% y 99%. Cabe recordar que en este
trabajo se utilizaron animales vacunados con Cepa 19, esto puede explicar la

baja especificidad de RB.

La prueba de RB demostré ser buena como tamiz al tener una sensibilidad del
100%, sin embargo por su baja especificidad (38%) debe ser confirmada ya
sea con la prueba de FC o ELISA, ya que el 2-ME y Riv mostraron baja

sensibilidad (90 y 86%), lo que aumenta el riesgo de obtener falsos negativos.

Las pruebas de 2-ME y Riv parecen tener altas especificidad pero baja
sensibilidad comparadas con FC y pueden por lo tanto fallar en la identificacién
de reactores positivos a FC. Rivanol es una técnica poco deseable como
confirmatoria en etapas finales de erradicacion debido al riesgo de dejar
animales falsos negativos en el rodeo y de esta manera perpetuar la
enfermedad (Dajer-Abimehi y col., 1998). Segun la OIE (2010), las pruebas
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confirmatorias son BPA (prueba del antigeno tamponado), FC, ELISA, FPA

(polarizacion fluorescente).

4.12 TRATAMIENTO

No existe ningun tratamiento para la brucelosis en los animales. Ello es debido
a que Brucellas son bacterias intracelulares facultativas, alojandose dentro de
las células que protegen al animal, donde no logran actuar las sustancias
antibacterianas. Sin embargo, la enfermedad se puede prevenir, controlar e
incluso erradicar empleando vacunas, buenas practicas de manejo, eliminacion

de animales positivos e higiene (Cherwonogrodzky, 1995).

4.13 PRINCIPALES ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA LA
INMUNIZACION CONTRA BRUCELOSIS BOVINA

La prevencion de la diseminacidn de la brucelosis se basa en la administracion
de vacunas adecuadas contra la infeccion por B. abortus. Con este objetivo se
han utilizado clasicamente cepas bacterianas atenuadas y componentes
antigénicos propios de la Brucella. La habilidad de un antigeno especifico para
inducir en forma preferencial una respuesta Th1 es un aspecto importante a
considerar en el desarrollo de vacunas contra Brucella abortus (Stevens y col.,
1994, Oliveira y col., 1996).

4.13.1 Bacterias atenuadas

41311 Brucella abortus S19
La cepa 19 de B. abortus es una cepa lisa que posee la cadena O del LPS. Por
ello, en animales inmunizados con esta cepa se pueden observar anticuerpos

especificos contra este antigeno del tipo IgG1, IgG2b e IgM (Vemulapalli y col.,
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2000). El defecto genético que permite la atenuacién de esta cepa aun no ha
sido definido, pero hace que pierda un mecanismo de virulencia esenciai
(Briones y col., 2001). Su efectividad en el ganado bovino depende de variables
como la edad de vacunacioén, dosis, ruta de administracion y de la prevalencia
de la brucelosis en el rebafio vacunado (Schurig y col., 2002). Los anticuerpos
inducidos por la vacunacion con esta cepa interfieren con el diagnostico
tradicional de bovinos infectados con cepas silvestres de B. abortus, pudiendo
también inducir aborto en hembras prefadas y es patdégena para la especie
humana (Oliveira y Splitter, 1996; WHO, 1997; Olsen, 2000).

4131.2 Brucella abortus 45/20

La cepa 45/20 es una cepa rugosa, que fue desarrollada por 20 pasajes
repetidos de B. abortus 45 en cobayos (Corbeil y col., 1988). A pesar de que no
induce anticuerpos contra la cadena O del LPS e induce una proteccion
significativa contra la infecciéon por B. abortus (WHO, 1997), no es muy utilizada
porque es inestable y puede revertir a su forma virulenta in vivo (Corbeil y col.,
1988). La cepa 45/20 también ha sido utilizada en forma inactiva, pero
adicionada junto a un adyuvante oleoso, la que ha demostrado una relativa
efectividad, pero provoca una reaccion inflamatoria local en el sitio de la

inyeccion (McDonel, 1990).

41313 Brucella abortus RB51

B. abortus RB51 es una cepa rugosa, resistente a rifampicina, que ha sido
derivada de la cepa virulenta B. abortus 2308 (Schurig y col., 1991, Schurig y
col., 2002). Esta cepa es utilizada desde 1996 contra la brucelosis bovina en
Estados Unidos y en otros paises. Es administrada en dosis que fluctian entre
1x10"°y 4x10'® UFC/mL en bovinos no menores de 4 meses de edad (Olsen,
2000, Vemulapalli y col., 2000). La proteccion que proporciona la vacunacion
con esta cepa, se debe a la alta activacion de linfocitos T (Stevens y Olsen,
1996; Olsen, 2000; Vemulapalli y col.,, 2000). La vacunacion induce altos
niveles de IFN-y, lo cual es fundamental en las etapas primarias de la infeccién
(Pasquali' y col.,, 2001). La inoculacién intraperitoneal de B. abortus RB51 en
ratones resulta en una colonizacién del bazo que desaparece luego de cuatro
semanas postinmunizacion (Schurig y col.,, 1991). La vacunacién del ganado
permite la diferenciacion entre bovinos vacunados y aquellos infectados con
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cepas silvestres debido a que no induce anticuerpos contra la cadena O del
lipopolisacarido (Pasquali y col., 2001). Sin embargo, se ha determinado que
puede causar placentitis, endometritis e infeccion fetal, en vacas que han sido
vacunadas durante la prefiez (Lopetegui, 1998; Van Metre y col., 1999; Olsen,
2000).

Basandose en reportes sobre la efectividad de la proteina SOD Cu/Zn de B.
abortus expresada en E. coli DH5a en proteger a ratones vacunados del
desafio con la cepa patogénica de B. abortus 2308 (Onate y col.,, 1999),
Schurig y col desarrollaron una nueva cepa de B. abortus RB51, que
sobreexpresa la proteina SOD Cu/Zn de Brucella (B. abortus RB51-SOD)
(Vemulapalli y col., 2002). La inmunidad protectora proporcionada por la cepa
B. abortus RB51-SOD contra Brucella es superior a la de B. abortus RB51,
cepa parental, sin alterar las caracteristicas de atenuaciéon de la vacuna

(Vemulapalli y col., 2000).

4.13.2 Vacunas subcelulares.

Se han probado distintos antigenos de Brucella en su capacidad de inducir
respuesta inmune mediada por células. Estos antigenos forman parte de la
estructura de la bacteria, como la lipoproteina de 18 kDa presente en la
superficie de Brucella (Vemulapalli y col., 2000), la proteina periplasmica P39,
la proteina bacterioferritina (Al-Mariri y col., 2001b) y la proteina ribosomal
L7/L12, que produce una proteccion equivalente a la alcanzada con la cepa 19
de B. abortus en ratones, con activacion de células T CD4+ que secretan
niveles significativos de IFN-y (Oliveira y col., 1994, Oliveira y col., 2002; Ko y
Splitter, 2003). Las proteinas bacterioferritina y P39 no producen niveles
significativos de proteccion contra Brucella, aunque se utilicen adyuvantes
como CpG en su administracién (Al-Mariri y col.,, 2001a). También se han
probado proteinas de choque térmico, como las proteinas UvrA, GroEL, GroES
y HtrA de B. abortus (Oliveira y col., 1996), ya que se ha encontrado que éstas
son altamente inmunogénicas en el curso de la infeccion con Brucella,
estimulando tanto la inmunidad celular como la inmunidad humoral en el
huésped infectado (Roop y col, 1994); sin embargo, no son capaces de
estimular una respuesta inmune protectora eficiente frente a la infeccién con
Brucella (Bae y col.,, 2002). A partir del extracto de proteinas totales de B.
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abortus RB51, se purificaron dos proteinas: una de 22,9 y otra de 32,2 kDa, de
las cuales solo la proteina de 22,5 kDa demostré ser capaz de otorgar cierto
grado de proteccion (Céspedes y col.,, 2000). Los mejores resultados se han
obtenido con la proteina de 18,5 kDa, SOD Cu/Zn de B. abortus, que es capaz
de inducir una respuesta celular de tipo Th1, con induccién de la produccion de
IFN-y e IL-2, pero no de IL-4 (Onate y Folch, 1995) y ademas la capacidad de

inducir una respuesta inmune protectora (Ofate y col., 1999).

En los ultimos afos han surgido dos nuevas estrategias de inmunizacién
altamente efectivas, basadas en la vacunacion con moléculas de acidos
nucleicos, generandose la aparicion de las vacunas de tercera generacion, que
son las vacunas ADN vy las ARN, aplicandose este tipo de estrategia para la

infeccién por Brucella.

413.21 Vacunas ADN

La inmunizacion con vectores de expresion plasmidial se basa en la expresion
in vivo de algun antigeno seleccionado, que induciria una respuesta inmune
protectora, y tienen algunas de las ventajas que presentan el uso de los
patégenos vivos o atenuados, pero sin el riesgo de la infeccién (Tang y col.,
1992). En principio, el método de vacunaciéon con acidos nucleicos se basa en
el uso de un plasmido bacteriano que tiene un promotor viral fuerte capaz de
expresarse en células eucariotas, un gen que codifica para un antigeno
seleccionado y una secuencia de término de la transcripcion o poliadenilacion.
El plasmido se replica en una bacteria (E. coli), se purifica y luego se inyecta
por una via determinada en el huésped. Las células del huésped son capaces
de sintetizar, procesar y presentar el antigeno a los linfocitos, originando
eventualmente una respuesta de células T y B especificas para el antigeno
seleccionado. El plasmido es fabricado sin su origen de replicacién funcional en
células eucariotas, por lo tanto nunca se replica en una célula huésped de
mamifero, ni se integra al ADN cromosomal del hospedador (Donnelly y col.,
1997).

Se ha demostrado que las vacunas ADN para B. abortus que contienen el gen

para la proteina L7/L12 (Kurar y Splitter, 1997) y lumazina sintetasa (Velikovsky
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y col., 2002), inducen un significativo nivel de proteccion contra brucelosis en el

modelo raton.

En bovinos, actualmente el unico trabajo que ha estudiado la utilizacién de una
vacuna ADN para Brucella describe que la inmunizacion con pcDNA-SOD es
capaz de estimular una respuesta inmune celular y una eficiente estimulacion
de células T citotoxicas, respuestas clave en la induccion de proteccion frente a
Brucella. Sin embargo, se destaca una gran variabilidad de respuesta
observada en el ganado bovino, lo que podria atribuirse a la constitucién

genética de la especie bovina con la cual se trabajé (Guzman y col., 2004).

413.2.2 Vacunas ARN

Ademas de los vectores plasmidiales existen otros vectores de expresiéon como
los basados en el virus Semliki Forest (SFV) (Alfavirus de la familia
Togaviridae). Estos vectores son particulas virales suicidas del virus Semliki
Forest, cuyo genoma corresponde a un ARN desnudo autorreplicable, cuya
secuencia contiene inserto el gen que codifica para la proteina de interés.
Algunos experimentos han demostrado la alta eficiencia de estos sistemas para
expresar proteinas heterélogas en células eucariotas, asi como también la
capacidad para conferir excelentes niveles de proteccibn en animales
inmunizados con estos sistemas de expresion, superando incluso a las

vacunas ADN (Fleeton y col., 1999; Andersson y col., 2001).

Contra B. abortus se ha evaluado en un modelo murino de induccion de
respuesta inmune y proteccion por un ARN recombinante que codifica la
proteina SOD Cu/Zn empaquetado en el interior de particulas suicidas del virus
Semliki Forest (VSF-SOD). La inmunizacién con VSF-SOD estimuld
preferentemente una respuesta inmune de tipo Th1 y la activacion de células T
citotoxicas. Esta respuesta fue protectora frente al desafio con una cepa
patogena, indicandose su potencial uso como vacuna para Brucella (Ohate y
col., 2005).
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4.14 RESPUESTA INMUNE PRODUCIDA POR LA
VACUNACION (CEPA 19 Y RB51)

Actualmente las cepas mas utilizadas para la inmunizacién contra Brucelosis

en varias partes del mundo, se basan en la utilizacion de la Cepa 19 y/o RB51.

4141 Caracteristicas de la vacuna cepa 19

La vacuna Brucella abortus Cepa 19, fue originalmente aislada de leche de una
vaca Jersey como una cepa virulenta en el ano 1923, pero después de ser
mantenida en el laboratorio a temperatura ambiente durante un afo, se
convirti9 en una cepa atenuada. Su nombre se debe a que era el
decimonoveno cultivo (Buck, 1930). El defecto genético que permite la
atenuacién de esta cepa aun no ha sido definido, pero hace que pierda un

mecanismo de virulencia esencial (Briones y col., 2001).

Esta cepa produce una proteccion de aproximadamente el 70%, pero su
eficacia en el ganado bovino varia dependiendo de una serie de variables
incluyendo edad de vacunacion, dosis, ruta y prevalencia de brucelosis en
rebanos vacunados (Nicoletti, 1990). Szyfres (1973), sostiene que confiere una
proteccion entre 65-80%, frente a la exposicidn de mediana intensidad, y esta
perdura por 7 afios o mas. No se recomienda la revacunacion ya que no mejora

significativamente la inmunidad que es obtenida con una Unica dosis vacunal.

La Cepa 19 es un organismo atenuado de morfologia lisa normalmente incapaz
de crecer en presencia de eritritol (Jones y col., 1965). Aunque la Cepa 19 es
de baja virulencia para bovinos, la vacunacion de vacas prefiadas puede
resultar en abortos. Este evento es algo raro, sin embargo, puede presentarse
en un 1-2.5% en condiciones de campo (Beckett y Diarmid, 1985; Schurig y
col., 2002).

La vacuna se administra por via subcutanea y la dosis vacunal tradicional de

Cepa 19 es de 5-6 x 10'° bacterias viables en el momento de la aprobacion de
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la serie de la vacuna y 2,5 x 10'® hasta la fecha de expiracién de la vacuna, en

un volumen de 5 mL.

La presencia de LPS con una cadena-O en la Cepa 19 explica la presencia y
persistencia de anticuerpos en suero después de la administracién de esta
vacuna. Estos anticuerpos son detectados en los ensayos serologicos
utilizados para el diagnoéstico de la brucelosis y son el principal problema
asociado con la vacunacion de la Cepa 19 puesto que obstaculizan la
diferenciaciéon del ganado vacunado con el infectado. La presencia de estos
anticuerpos depende de la edad, dosis y via de vacunacion (Nicoletti, 1990).
Para contrarrestar este inconveniente, se debe vacunar entre los 3 y 8 meses
de edad. Cuanto mas joven es el animal, menor tiempo retiene los anticuerpos
debido a la vacunacién. Las hembras vacunadas a los 3 meses, dejan de ser
reaccionantes a las pruebas serolégicas dos meses después de la vacunacion,
en cambio las vacunadas a los 6 meses tardan en hacerlo 6 meses y las
vacunadas a los 9 meses (fuera de la edad permitida) mantienen la
clasificacion de sospechosa 15 meses después de la vacunaciéon. En términos
generales se puede afirmar que el 95 % de las hembras vacunadas a los 3-8
meses se negativizan a la edad de 2 anos (Szyfres, 2000), citado por Solis-
Salas TV. (2008).

En los graficos 4 y 5 se puede observar la relacion de la concentracion y
persistencia en el tiempo de los anticuerpos IgM e IgG en relaciéon a la edad de

vacunacion, 4 a 6 meses y 8 meses de edad.
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Grafico 4. Representacion esquematica de los resultados de la prueba de
aglutinacion con sueros de terneras vacunadas con cepa 19 entre 4 y 6 meses
de edad.

Fuente: Szyfres, 2000, citado por Solis-Salas TV. (2008).
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Grafico 5. Representacion esquematica de los resultados de la prueba de
aglutinacioén con sueros de terneras vacunadas con la vacuna cepa 19 a los 8

meses de edad.

Fuente: Szyfres, 2000, citado por Solis-Salas TV. (2008).
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Como se puede observar, los anticuerpos a titulos significativos no solo
desaparecen mas rapidamente en terneras vacunadas entre 4 y 6 meses de
edad, sino que el nivel de la IgG es mucho menor y menos persistente que

cuando se vacunan animales a los 8 meses y con mas razén a mayor edad.

Vacunando a edad temprana no solamente se reduce el riesgo de titulos
persistentes en las pruebas seroldégicas, sino también se confiere
oportunamente la inmunidad a los animales. De ahi la recomendacion de
vacunar a temprana edad en los establecimientos donde se esta erradicando la
brucelosis (Szyfres, 2000), citado por Solis-Salas TV. (2008).

Durante la vacunacion con la cepa 19, los anticuerpos IgM aparecen hacia el
dia 5, alcanzando su pico a los 13 dias post vacunacién. Los anticuerpos IgG1
aparecen un poco mas tarde o simultaneamente con la IgM, llegando a valores
maximos entre los 28 y 42 dias, momento en el cual se inicia su eliminacion.
Los mismos patrones generalmente se cumplen en la infeccion experimental
con cepa virulenta y también en los casos crénicos de campo, excepto que la
actividad de los anticuerpos IgM declina a valores bajos y la actividad residual
permanece en IgG1 e IgG2 los cuales se mantienen en titulos elevados
(Schurig y col.,, 2002). En los animales vacunados con la cepa 19,
frecuentemente se presenta también una infeccion persistente con la
produccién de IgG durante un tiempo prolongado como se menciond
anteriormente. Esta situacion ocasiona gran dificultad para la diferenciacion de
animales infectados y vacunados, incrementandose aun mas el problema
cuando los animales se vacunan varias veces o cuando se presentan
combinaciones de infecciébn de campo y vacuna. En términos generales, se
puede hacer una diferenciacion entre ambas condiciones, siempre y cuando
exista una sola vacunacién y ésta haya sido realizada en la edad mas
temprana posible. Por el contrario, cuanto mayor sea la edad y mas numerosas
las exposiciones vacunales, la posibilidad de diferenciacion desaparece
(Schurig y col.,, 2002). De acuerdo a lo anterior, el mal uso de la vacuna
interfiere con el buen resultado de las pruebas diagnésticas y por lo tanto, se
pueden sacrificar animales aparentemente positivos pero que realmente se

encuentran sanos. La persistencia de anticuerpos seroldgicos producto de la
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vacunaciéon con la Cepa 19, interfiri6 con programas de erradicacion y estimulo

la busqueda de nuevas vacunas para evitar este problema.

En Uruguay, Cattaneo y Bermudez (2011) realizaron un trabajo con la finalidad
de estudiar la persistencia de los anticuerpos vacinales utilizando la técnica de
rosa de bengala en bovinos hembras (entre 3 y 6 meses de edad) vacunados
con Brucella abortus cepa 19. Todos los animales estudiados resultaron
negativos a la técnica de rosa de bengala al octavo mes post vacunaciéon con

Brucella abortus cepa 19.

Aristizabal (2000), sostiene que a los 6 meses post vacunacion con cepa 19,
mas del 90% de las terneras no presentan titulo a IgG. Otras investigaciones
sostienen que la respuesta de anticuerpos desaparece entre los 5 y 12 meses
post vacunacion en las terneras vacunadas entre los 4 a 8 meses, pero
persistira mayor tiempo si la vacunacién sobrepasa los 9 meses de edad
(Plumay col., 2000).

La vacunacion conjuntival con B19 (una inoculacion de 5x10°%), produce
inmunidad adecuada en el ganado bovino frente a Brucella abortus, induciendo
tan soélo una respuesta serologica débil y transitoria. La repeticidon de esta
vacuna, entre 3 y 12 meses después de la primera vacunacién, brinda una
eficacia protectora de una forma equivalente e incluso superior a la conferida
por la vacunacion subcutanea, sin inducir una respuesta serolégica persistente
(Blasco, 2001). Esta limitada respuesta seroldgica hace que el procedimiento
conjuntival sea una herramienta ideal para la revacunacion de las terneras que
fueron vacunadas subcutaneamente y quedaron mal protegidas, como también
para la vacunacion de vacas adultas en rebanos infectados o con riesgo, y que
resulta perfectamente compatible con un programa de erradicacién por
sacrificio (Blasco, 2001). Si bien esta via de aplicacién no genera respuesta
humoral detectable por las pruebas serolégicas, resulta laboriosa desde el

punto de vista practico.

En cuanto a la dosis reducida de la vacuna Cepa 19 (5x10°%), en rodeos de
vacunos infectados con brucelosis, es igualmente efectiva para controlar la
enfermedad, a pesar de que no se eliminan los animales reaccionantes

(Zambrano y col., 1991).
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4.14.2 Caracteristicas de la vacuna RB51

Es una cepa mutante natural de la cepa lisa 2308 virulenta, que se atenud por
sucesivos pasajes en medios que contenian Rifampicina y por seleccion de
colonias con morfologia rugosa. De esta manera se logré una cepa rugosa y
estable, denominada Brucella abortus RB51 (Schurig y col., 1991). “R” por
rugoso y “B” por Brucella; 51 no esta dado por el niumero de pases necesarios
para seleccionar la cepa RB51, este se refiere a una nomenclatura interna del
laboratorio que se utilizd cuando fue derivada. La cepa RB51 resultdé ser
esencialmente desprovista de la cadena-O, su rugosidad fue muy estable
después de pases muiltiples in vitro e in vivo en varias especies animales
(Schurig y col., 1991; Colby, 1997), aunque se ha divulgado mas recientemente
la sintesis de niveles bajos de la cadena-O (Clockaert y col., 2002). Debido a
estas producciones minimas de la cadena-O, generalmente, no se inducen
anticuerpos de la cadena-O detectables por las pruebas seroldgicas usadas en
el diagnéstico de la brucelosis sin importar la edad, dosis o frecuencia de

aplicaciones.

Al permitir la revacunacion, se reduce la posibilidad de tener animales mal
inmunizados por fallas en la primera vacunacién (Rosso, 2002). Pareciera ser
razonable recomendar revacunaciéon cada 2 anos después de la primera
(terneras) y segunda (12 — 16 meses de edad) vacunacion (Schurig y col.,

2002).

Esta cepa se ha evaluado en estudios llevados a cabo en ratones, cobayos,
cabras y ganado bovino, demostrando que las caracteristicas abortivas no
estan presentes o se encuentran enormemente reducidas (Schurig y col., 1991;
Palmer y col., 1996). Cuando se usa un solo protocolo de vacunacion su efecto
protector es similar al que induce la Cepa 19 (Cheville y col., 1992, 1996). Los
experimentos recientes llevados a cabo a campo bajo condiciones de alta y
baja prevalencia de brucelosis indican que la inmunidad inducida por la cepa
RB51 (por lo menos un ano después de la vacunacién) es similar o mejor que

la inducida por la cepa 19 (Lord y col., 1998).

La vacuna se administra por via subcutanea, con una dosis vacunal

recomendada de 1-3,4x10'° bacterias viables en un volumen de 2 mL, sin
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efectos indeseables. Sin embargo, se recomienda que la inmunizacion deba
empezar en animales no menores de 4 meses. Las vacas prefiadas pueden ser
vacunadas con seguridad via subcutanea con 10° organismos sin la induccion
de abortos o placentitis (Palmer y col,, 1997). Sin embargo otros autores
sostienen que puede causar placentitis, endometritis e infeccion fetal, en vacas
que han sido vacunadas durante la prefiez (Lopetegui, 1998; Van Metre y col.,
1999; Olsen, 2000).

La inoculacién intravenosa de vacas prefiadas con 10"° organismos conduce a
una infeccion placentaria y fetal, pero no al aborto (Palmer y col.,, 1996),
sugiriendo que la vacunaciéon de animales no prefiados y ganado adulto con
una dosis completa es segura, aunque es necesario confirmar esto con
estudios controlados empleando la via recomendada (subcutanea) y un nimero

mas grande de bovinos.

El modelo del raton indica que la inmunidad protectora inducida por la cepa
RB51 estda fundamentalmente mediada por células T, puesto que la
transferencia pasiva de anticuerpos inducidos por RB51 no protegen al
huésped (Bagchi, 1990; Jiménez de Bagues y col., 1994). Estudios en progreso
sugieren que las células T citotdxicas son capaces de eliminar las Brucellas por
medio de macréfagos inducidos por la vacunacién con la cepa RB51. Estos
resultados en ratones indican que la cepa RB51 es capaz de proteger contra

infecciones de B. abortus, B. melitensis, B. suis 'y B. ovis (Winter y col., 1996).

Todas las especies examinadas han permanecido negativas en todas las
pruebas seroloégicas convencionales para brucelosis, después de la vacunacion
con la cepa RB51 (Olsen y col., 1996).

Finalmente, aunque la cepa RB51 tiene un excelente registro de estabilidad, la
naturaleza exacta de las mutaciones no se conoce (Olsen y col., 1996). Es muy
probable que la cepa RB51 altere la sintesis de la cadena-O y adicionalmente
la mutacion de algunos genes indefinidos que se ocupan del ensamblaje y

transporte de la molécula LPS.

Entre las ventaja mas importantes que tiene la RB51 son el hecho de que no

produce ningun tipo de confusiéon en el diagnostico (Cuadro 8); permite iniciar
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los muestreos de los animales antes de los 18 meses, detectando
tempranamente la enfermedad; y la cantidad de bacterias por dosis no influye

en la serologia (Lopetégui, 1997).

La vacunacién con la vacuna RB51, al igual que con la vacuna Cepa 19, tiene
un doble beneficio: disminuye la susceptibilidad a la infeccion al conferir
proteccion inmunitaria y reduce el nivel de exposicion a la infeccion al disminuir
el numero de animales excretores de Brucella abortus y reducir

substancialmente el nimero de abortos en los rodeos infectados.

Tanto la vacuna RB51 como la Cepa 19 son estables y no se propagan de un
animal a otro y su virulencia no aumenta por pasajes seriados en animales. La
proteccion conferida por ambas vacunas es mediada por células y deben ser

administradas bajo la responsabilidad de un veterinario.

Las dosis subcutaneas de cepa RB51 usadas para la vacunacion son: en
terneras, 10 a 34 mil millones (1-3,4 x 1010) de bacterias vivas; adultos/hembras
prefiadas, mil millones (10°) de bacterias vivas. Las dosis comparables de cepa
19 son: en terneras de 4 meses a un afo, 3 a 10 mil millones (3-10 x 10°);
vacunos adultos, 0,3 a 1.0 mil millones (0,3-1 x 10°) de bacterias vivas (Briker y
Halling, 1995).

Segun el Manual de procedimiento de vacunaciéon con RB51, de la Division
Sanidad Animal (MGAP), la dosis vacinal de RB51 empleada en Uruguay es de

10 a 34 mil millones (1-3,4 x 10'°) de bacterias vivas.
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Cuadro 8. Comparacion entre la respuesta de las vacunas Cepa 19 y RB51

contra brucelosis bovina.

Cepa 19

Cepa RB 51

Proteccion: contra brucelosis bovina.

Diagnostico: produce falsos
positivos, porque es detectada por
pruebas serologicas de rutina y no se
puede diferenciar de la enfermedad

(confunde con el diagnostico).

Edad de vacunacién: se pueden
vacunar solamente las terneras hasta
los 10 meses de edad, y realizar
pruebas seroldgicas a partir de los 18

meses.

En caso de rodeos infectados, donde

es necesario vacunar animales
adultos, se utiliza una dosis reducida,
no se hace diagnéstico por un periodo
de tiempo y los resultados se deben
interpretar cuidadosamente para no

eliminar animales sanos.

Abortos: cuando se aplica dosis

completa puede causar abortos.

Proteccion: contra brucelosis bovina.

Diagnoéstico: no produce falsos
positivos, porque no es detectada por
las pruebas seroldgicas de rutina (no

confunde con el diagndstico).

Edad de vacunacion: se puede
vacunar a cualquier edad, pero con el
fin de prevenir el contagio temprano,
se recomienda vacunar a las terneras
entre 4 y 10 meses (edad 6ptima 5

meses).

En predios infectados o de mucho
riesgo se hace la vacunacién de todo
animales

el rodeo (incluyendo

adultos), y se puede realizar
diagnéstico rapidamente sin riesgo de

eliminar animales sanos.

Abortos: raramente produce abortos,
pero como medida de precaucion en
hembras prefnadas, aplicar 1/10 la

dosis.

Fuente: Lopetégui, 1997.
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4143 Eficacia comparativa de las vacunas con las cepas
RB51y Cepa 19

41431 Efecto de la Edad de Vacunacion en la eficacia de cepa
19 y RB51

A fin de determinar el efecto de la edad de vacunaciéon y la proteccién
conferida, Cheville y col. (1996) utilizaron terneras Polled Hereford las cuales
fueron vacunadas con 1x10'® UFC (unidades formadoras de colonia) de la
vacuna RB51 y cepa 19 a los 3, 5, 6, 7, y 10 meses de edad, y se sirvieron a
los 16 - 18 meses de edad, siendo posteriormente desafiadas con la cepa
virulenta de B. abortus a los 6 meses de gestacidon. Las terneras vacunadas a
los 10 meses de edad presentaron los mas altos porcentajes de proteccidon
(Cuadros 9 y 10). Aun cuando la vacunaciéon a los 5, 6, 7 6 10 meses de edad
tendi6 a dar proteccion equivalente, hubo una tendencia a inducir menor
proteccion en las edades mas jovenes (3 meses). Por otro lado, las hembras
que recibieron la vacuna cepa 19, estaban protegidas contra la infeccién en
95% y frente al aborto en un 100%. Las que se vacunaron con RB51, tuvieron
una proteccion de 78% frente a la infeccion y un 95% frente al aborto. Las
hembras no vacunadas controles (las cuales recibieron solucion salina)

tuvieron una incidencia de infeccion (60%) y aborto (42%) (Cuadros 9y 10).
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Cuadro 9. Eficacia de la vacuna RB51 y la cepa 19 utilizada en diferentes

edades.
Edad de

B Proteccion contra la infeccion % (infectadas/desafiadas)
vacunacion

RB51 Cepa 19 Controles

10 meses 95% (1/20) 100% (0/6) 45% (6/11)
7 meses 83% (4/23) 80% (1/5) 36% (7/11)
5-6 meses 69% (8/26) 100% (0/4) 50% (7/14)
3 meses 61% (7/18) 100% (0/4) 70% (8/11)

Todas las edades 78% (20/87)

95%  (1/19)

40% (28/47)

Fuente: Cheville y col., (1996).

Cuadro 10. Proteccion contra el aborto conferido por la vacuna RB51 y la cepa

19 en diferentes edades.

Edad de ]
. Proteccion contra el aborto % (abortadas/desafiadas)
vacunacion
RB51 Cepa 19 Controles

10 meses 100% (0/20) 100% (0/6) 45% (6/11)

7 meses 100% (0/23) 100% (0/6) 64% (4/11)
5-6 meses 92% (2/26) 100% (0/4) 64% (5/14)

3 meses 87% (2/15) 100% (0/4) 55% (5/11)

Todas las edades

95%  (4/84)

100% (0/19)

58% (20/47)

Fuente: Cheville y col., 1996.
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4.14.3.2 Prueba de eficacia de las vacunas antibrucélicas cepa 19

y RB51 en bovinos
Para probar la eficacia de las vacunas con la cepa 19y la cepa RB51 (Bagnat y
Manetti, 2000), realizaron un experimento donde utilizaron 75 terneras
Aberdeen Angus que conformaron 3 grupos: controles (testigos) no vacunados;
vacunados con cepa RB51; vacunados con cepa 19. La vacunacion se efectud
a los 9 meses de edad. Posteriormente se dividié cada grupo para realizar una
Experiencia | (animales no gestantes), desafiadas a los 18 meses de edad y
una Experiencia 1l (animales gestantes), desafiados a los 6 meses de

gestacion.

En términos de infectados-no infectados (proteccion absoluta), cepa 19 fue la
Unica que obtuvo diferencias estadisticamente significativas en su favor
respecto del grupo control. Los calculos de confianza estimados por analisis de
varianza, solo permitié apreciar diferencias a favor de cepa 19, mientras que
RB51 no se diferencié en ninguno de los parametros. La cepa 19 fue la unica
vacuna en esta Experiencia Il que obtuvo diferencias a favor en el parametro
infectados-no infectados (proteccion absoluta), pero ella no resulté ser
estadisticamente significativa. Cuando se integran ambas experiencias en este
parametro, si las diferencias son altamente significativas. RB51 no mostré

proteccidén en ninguna de las variables utilizadas (Bagnat y Manetti, 2000).

Estos resultados contradicen las afirmaciones de que las vacunas RB51 y cepa
19 son similares en su eficacia, realizadas en las publicaciones de
experimentos controlados en bovinos (Cheville y col.,, 1996). Estas
contradicciones deben estar atribuidas al hecho de que el desafio realizado en
ambos experimentos, fueron notoriamente diferentes. En el primer trabajo
experimental (Cheville y col., 1996), la infeccién fue de 60% en los controles,
por lo que un 40% de los controles no se infectaron. Este bajo nivel de
infeccion indica ademas, que un mismo porcentaje no se hubiese infectado en
los grupos vacunados (aun si no estuviesen inmunizados). En cambio, en el
segundo trabajo experimental, la infeccion alcanz6 el 100% de los controles
(Bagnat y Manetti, 2000).
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Cuando se evaluan comparativamente dos o mas vacunas antibrucélicas, se
debe considerar que puede haber diferencias entre ellas que no son
observables con bajos niveles de infeccidbn pero si con altos niveles de
infeccion (Alton y col., 1972; Garcia-Carrillo y col., 1977, Garcia-Carrillo, 1980).
El nivel de infeccion debe verificarse en los porcentajes y grados de infeccién
efectiva de los animales desafiados y no solo en las cuentas viables de la

descarga.

Por lo tanto, se puede decir que aparentemente la menor eficacia de la vacuna
RB51 respecto de la cepa 19 no pudo observarse en los estudios de Cheville y
col. (1996) debido al bajo nivel de infeccion ocurrido. Las condiciones
requeridas para observar diferencias de eficacia entre vacunas, se dan

sometiéndolas a altos niveles de infeccion.

La vacuna RB51 no fue similar a la cepa 19, solo mostré proteccion en dos
parametros del experimento | (generalizacion e invasividad) en un nivel inferior
al de esta. En los restantes parametros de ambos experimentos, no hubo

proteccion, hecho que si ocurrié con la cepa 19.

Dos de las caracteristicas de RB51, escasa virulencia y condicién de rugosa,
les fue atribuida su limitacion para alcanzar el nivel de protecciéon que induce la

cepa 19 (Stevens y col., 1994).

4.15 RESULTADOS DE LAS CAMPANAS SANITARIAS EN
PAISES DE LA REGION

En EEUU, Chile, Costa Rica y Uruguay se utiliza exclusivamente la vacuna
RB51. En Argentina se emplea la vacuna Cepa 19 y en México, Venezuela,
Ecuador, Paraguay, Colombia y Brasil una combinacion de Cepa 19 y RB51
(Samartino, 2006).
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4.151 Brucelosis Bovina en Argentina

Estudios realizados hacia la mitad del siglo XX mostraron una prevalencia de
brucelosis bovina del 20% en ganado lechero y 18% en mataderos. La
estimacion actual de la prevalencia predial de la enfermedad, esta entre 10 y
13% y la prevalencia individual esta entre 4 y 5% (SENASA, 1999).

Debido a las grandes pérdidas econémicas en 1980, el Departamento de
Agricultura establecié la vacunacidon obligatoria con B. abortus S19 con dosis
reducidas en terneras de 3-8 meses de edad. En 1998, fue publicada una
autorizacion condicional para el uso de la vacuna B. abortus RB51 bajo estricta
supervision veterinaria en hembras bovinas mayores de 10 meses de edad y
no con mas de 3 meses de prefiez. Luego Bagnat y Manetti (2000) realizaron
un ensayo para probar la efectividad de la vacuna y llegaron a la conclusion
que RB51 no genera proteccién, por lo cual fue retirada su autorizacion

condicional.

En cuanto a los métodos diagndsticos, se realizan la aglutinacién estandar en
placa y en tubo, asi como también, la prueba 2-mercaptoetanol. Se han
validado la prueba de ELISA competitiva y polarizacion fluorescente en sueros
y ELISA indirecta en leche como pruebas diagnosticas complementarias
(Samartino, 2002).

4.15.2 Brucelosis Bovina en Brasil
La brucelosis bovina en Brasil segun reportes oficiales y datos examinados,
demuestra una situacion endémica bastante estable y un predominio mas alto

de la enfermedad en las regiones con una densidad mas alta de ganados.

Después de algunos afios y muy poco progreso, fueron propuestas ciertas
pautas nacionales con el objeto de consolidar las medidas de control. Estas
incluyeron la vacunacién de todas las terneras con la vacuna Cepa 19 y la
creacion de comités de brucelosis que incluyeron a representantes del gobierno

(salud animal y publica), y productores de carne y leche (Vinhas, 1958).
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A principios del 2001, fue lanzado un Programa Nacional con metas ambiciosas
(Ministerio da Agricultura-Brasil, 2001). La estrategia se resumid en:
vacunacion obligatoria de terneras de 3-8 meses de edad con Cepa 19;
acreditacion voluntaria de rebanos libres con estandares internacionales;
supervision voluntaria de rebanos destinados para la comercializacién de
productos carnicos basados en esquemas de muestreos periddicos; pruebas
reguladoras para el transporte de animales reproductores de un estado a otro y
a la entrada de ferias y exhibiciones; sacrificio obligatorio de bovinos positivos
para Brucella en mataderos aprobados y estandarizaciéon de procedimientos
para pruebas con pequenos cursos para veterinarios acreditados. Bajo las
nuevas regulaciones, los veterinarios acreditados o laboratorios realizan la
prueba tamiz Rosa de Bengala con los procedimientos estandar. Los animales
positivos en esta prueba pueden confirmarse con pruebas complementarias
mas especificas como 2-mercaptoetanol y fijacibn de complemento en

laboratorios aprobados.

El Programa Nacional reconoce la extrema importancia de la vacunacién
obligatoria con Cepa 19 de terneras dependiendo de la situacién
epidemiologica y todas las jornadas de vacunacién tienen que ser aprobadas
por el Laboratorio Federal de Referencia, mas recientemente se aprobo la
vacuna RB51 para ser utilizada en caso de brotes de la enfermedad y siempre
y cuando estos animales no hayan sido inmunizados cuando ternera con Cepa
19 (Padilla y col., 2002).

4153 Brucelosis Bovina en Chile

Histéricamente, también se han presentado altas tasas de infeccion por B.
abortus en el rodeo bovino de Chile. En un estudio nacional de prevalencia de
brucelosis bovina realizado en 1991, la tasa de rodeos infectados fue de 23 a
38%. Asi, la brucelosis bovina constituyé la enfermedad reproductiva mas
importante en esta regién, ademas, no solamente fue una enfermedad limitante
en la eficacia reproductiva y productiva, sino también un riesgo para la salud

publica.
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La estrategia técnica sobre la cual esta basado el programa de erradicacion de
la brucelosis bovina depende fundamentalmente de tres lineas de accion:
vigilancia para detectar rodeos infectados, saneamiento de dichos rodeos
infectados y prevencion de la diseminacion de B. abortus. Estas medidas
fundamentales estan apoyadas por lineas de accién complementarias las
cuales abarcan: acreditacion de veterinarios y laboratorios, certificacion de
rebanos libres de brucelosis, vacunacion de terneras, diagnésticos de

laboratorio y sistemas de informacién y soporte legal (Lopetegui, 1995).

Estas medidas realizadas en el periodo entre 1996 y 2001 han llevado a un
proceso de erradicacion de la brucelosis en la X Regién de los lagos. La
erradicacion fue verificada por la disminucion de la incidencia y prevalencia de
rodeos infectados de brucelosis. Los principales componentes en el progreso
han sido la implementacion de un sistema de vigilancia epidemiolégica que
detecta la ocurrencia de la infeccion, una orientaciéon del Estado hacia el
saneamiento de rodeos infectados, la utilizacion de la vacuna RB51, que no
interfiere con el diagnostico de la enfermedad y la participacion activa de
productores, veterinarios, laboratorios privados y la industria ganadera (Rivera
y col., 2002).

4154 Brucelosis Bovina en Paraguay

Esta enfermedad ha existido en el pais por muchos anos, una de las ultimas
estimaciones de la prevalencia de B. abortus en ganado fue de 3.15%
(SENACSA, 2000). Las pérdidas economicas en ganado debido a la brucelosis
estan estimadas en 23.5 USD millones por ano (Veirano, 2001). La Campana
Nacional de Erradicacion de Brucelosis fue creada en 1978 y en ella se
establecieron: estandarizacion de pruebas para Brucella; uso obligatorio de la
Cepa 19 como vacuna para terneras de 3-8 meses de edad; identificacion de
animales vacunados y de animales positivos; requerimientos para declarar
“zonas libres de Brucella” y finalmente, el control en el transporte de animales

destinados para cria incluyendo importaciones, ferias y subastas ganaderas.

En 1999 un decreto permitié la producciéon y/o importaciéon de vacunas de B.

abortus Cepa RB51 y en el 2000 se establecieron reglas para el uso de las
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vacunas contra Brucella, las cuales permitieron: el uso de Brucella abortus
Cepa 19 en terneras (3-8 meses de edad) una vez en el curso de su vida; el
uso de Brucella abortus RB51 en terneras sobre los 8 meses de edad,
incluyendo hembras adultas que muestren un resultado negativo en las
pruebas; el uso de B. abortus RB51 en el esquema de revacunacién, una vez,
incluyendo terneras previamente vacunadas con B. abortus S-19 que muestren
un resultado negativo en las pruebas; el uso de B. abortus RB51 en rodeos
“libres de Brucella” en terneras hasta de 15 meses de edad y no se debe

realizar ningun tipo de vacunacion en vacas prefadas ni machos.

En cuanto al diagndstico, en este pais se realizan la prueba de anillo en leche,

la prueba Rosa de Bengala y la prueba 2-mercaptoetanol (Baumgarten, 2002).

4.15.5 Brucelosis Bovina en Estados Unidos

Los esfuerzos para erradicar la brucelosis causada por Brucella abortus en los
Estados Unidos empezaron en 1934 como parte de un programa de
recuperacion econdmica para reducir la poblacion de bovinos debido a la gran
depresién y las condiciones severas consecuencia de la sequia. En 1934 y
1935, la tasa de reactores positivos en pruebas realizadas a bovinos adultos
fue 11.5%. En 1954, la magnitud del problema de brucelosis en los Estados
Unidos en términos de economia de la industria ganadera y la salud humana
incit6é al congreso a destinar fondos para un esfuerzo nacional para erradicar la
brucelosis. Los programas de erradicaciéon de brucelosis fueron disenados
como un esfuerzo conjunto entre el gobierno federal, los estados y los
productores y éste a través de los anos con las investigaciones y la experiencia

ha sido modificado muchas veces (Ragan, 2002).

Una vez se encontrara infeccion, el rodeo era muestreado y los animales
positivos eran removidos y sacrificados, también se realizaban pruebas
adicionales cada 30-180 dias hasta que el rodeo fuera negativo. Ademas,
rodeos linderos eran muestreados incrementando el riesgo de infeccion ya que

la enfermedad se diseminaba a los animales susceptibles (Ragan, 2002).
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El uso de la vacunacion ha sido el mayor factor para el éxito del programa de
ernadicacion de brucelesis. Por muchos anos, fue usada la vacuna Cepa 19
solo en vacas paridas y en adultos antes de 1959, pero fue descontinuada por
que causaba abortos en los animales que habian sido vacunados, ademas de
que presentaban titulos persistentes causando interferencias en las pruebas de
diagnostico, por lo que, se incluyeron dosis reducidas de la vacuna en bovinos
adultos y terneras siendo efectiva en estos rodeos incrementando su
resistencia y disminuyendo la cantidad de excreciones de B. abortus en partos
o abortos. En cuanto a los problemas de los titulos post-vacunales, estos se
resolvieron con la vacuna Cepa RB51, la cual fue condicionalmente aprobada
para su uso en bovinos en 1996. La implementacién de cada uno de estos
progresos resulté en una dramatica disminucion de brucelosis. Sin embargo, en
1990 se divulgd un bajo numero de nuevos rodeos afectados cada ano. Por lo
tanto, en 1997, fue implementado el Plan de Accién de Emergencia para
Brucelosis (BEAP). De acuerdo al plan, todas las actividades que implicaran
vigilancia de la brucelosis y manejo de nuevos casos eran conducidas como

medidas de emergencia.

A partir del 31 de diciembre del 2000, no habia rodeos de ganado afectados en
el pais. Esta fue la primera vez en la historia del programa de brucelosis que
Estados Unidos no reporté ningun rodeo afectado por esta enfermedad. Sin
embargo, la brucelosis tiene una variable, algunas veces presenta un periodo
muy largo de incubacion, asi que los rodeos afectados que no se han mostrado

positivos podrian serlo posteriormente (Ragan, 2002).

5 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Este trabajo pretende recopilar toda la informacién existente sobre la Brucelosis
bovina en Uruguay y la region. Por tratarse de una enfermedad reemergente en
el pais, se hizo necesaria esta revision, debido a la situacion actual de la

misma.

La brucelosis es una zoonosis con gran impacto tanto para la salud publica

como para la economia agropecuaria en la mayoria de los paises en desarrollo.

-83-



La permanencia de esta enfermedad limita las posibilidades del sector pecuario
y la comercializacion internacionai, influyendo negativarnente en la rentabilidad
de las explotaciones, la calidad de los productos, el consumo y la salud

humana.

A pesar de las recomendaciones de diferentes organismos e instituciones
nacionales e internacionales, la enfermedad continua presente en muchos
paises de la regién (incluyendo Uruguay), donde existe una gran
heterogeneidad en las formas de los sistemas de produccidén y comercializacion
de productos, por lo que es necesario estudiar y programar acciones locales y

regionales considerando cada situacion en particular.

Uruguay implementd una campana sanitaria entre los anos 1964-1996 basada
en la vacunacion con Cepa 19. En 1996 se suspende la vacunacion y en el afo
2002, frente a la reaparicion de la enfermedad, se optdé por la vacuna RB51,
empleada en la actual campana sanitaria. La reemergencia de la brucelosis
bovina en Uruguay, en el ano 2001, se da como consecuencia de un cese en la
vacunacion con Cepa 19 en el ano 1996. Esto fue una decision politica,
apoyada por gremiales de productores en la cual no se tuvo en cuenta el punto
de vista técnico, que se oponia a dicha medida y la escasa o nula vigilancia
epidemiolégica luego de adoptarla (Comunicacion personal Dres. Casas R;
Garin A; Rosso E; y SMVU, 2012). Transcurrido 5 afnos de suspender la
vacunacion se comprueba la existencia nuevamente de la enfermedad en el
departamento de Rocha. Es importante recordar que la inmunidad generada
por la vacuna Cepa 19 perdura por toda la vida productiva del rodeo vacunado
cuando ternera (Szyfres, 1973). Este hecho pone en evidencia que la
enfermedad en realidad nunca se erradico, sino que permanecia en nichos
ecologicos altamente favorables. Los animales no vacunados (sin inmunidad),
al momento de la reaparicion de la brucelosis se encontraban en plena edad

reproductiva (categoria mas susceptible), haciéndolos doblemente vulnerables.

La campana sanitaria contra la Brucelosis implementada en el Uruguay, se
basa en prueba-sacrificio de animales positivos a la prueba confirmatoria
(Rivanol), interdiccion y sangrado de focos, linderos y predios relacionados

epidemiologicamente, sangrado previo movimiento de seccional policiales de
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riesgo, vigilancia epidemioldgica, serologia en planta de faena y finalmente la
vacunacion y revacunacion con la cepa RB51. La vacuna es solo una
herramienta en la actual campana de erradicaciéon y se la utiliza debido a que
no genera interferencia con el diagnéstico serolégico independientemente de la
edad de vacunacion. (Comunicacion personal Dr. Alfredo Garin, 2012). Existen
carencias en los controles y registros de vacunacion y revacunacion, no existe
a pesar de contar con las herramientas adecuadas un registro completo y
confiable de establecimientos que utilizaron la vacuna, cantidad y categorias de
animales vacunados, fechas de revacunacion, y otros datos referentes (SMVU,
2011).

Ademas existen carencias en los controles y auditorias de la campana, siendo
los mismos absoluta responsabilidad del MGAP. Los controles han sido
discontinuos, escasos y no han generado los aportes buscados, el MGAP ha

estado omiso en cumplir su rol de Policia Sanitaria (SMVU, 2011).

Las vacunas utilizadas en las campafas sanitarias, en los paises donde la
enfermedad es endémica, son las cepas atenuadas 19 y/o RB51. La gran
diferencia entre estas, radica en que Cepa 19 es una cepa lisa y los
anticuerpos inducidos por la vacunacién con esta cepa interfieren con el
diagnéstico tradicional de bovinos infectados con cepas silvestres de B. abortus
(Oliveira y Splitter, 1996; WHO, 1997, Olsen, 2000).

En cuanto a la eficacia de la vacunas antibrucélicas (Cepa 19 y RB51), hay
trabajos que difieren en sus resultados, si bien no son comparables porque las
condiciones en que fueron realizados fueron diferentes; se puede decir que
frente a un mayor desafio (alto nivel de infeccion), Cepa 19 logra mayor
proteccion que RB51 (Bagnat y Manetti, 2000). Esto es esperable, dado que
Cepa 19 es una cepa lisa, igual a la cepa patégena, logrando una respuesta
eficaz y duradera. La limitada proteccién de RB51 fue atribuida a su condicion

de cepa rugosa y escasa virulencia (Stevens y col., 1994).

No hay estudios contundentes realizados que demuestren la real duracion de la
inmunidad que otorga RB51. La recomendacioén oficial del MGAP es vacunar
las hembras no gestantes, mayores de 4 meses y revacunar a los 90 dias. De

esto surge la interrogante, ¢ por qué vacunar animales tan jévenes siendo que

-85 -



la mayor susceptibilidad se presenta en etapas reproductivas y esta vacuna no
interfiere con el diagnéstico serologico? y ¢cémo asegurarnos que éstos

animales estaran protegidos a los 4-5 anos de edad?

Un punto importante a tener en cuenta en la campana que lleva adelante el
pais, es el diagnostico confirmatorio de brucelosis. Este es realizado por
DILAVE utilizando la técnica de Rivanol. Esta y 2-Mercaptoetanol son técnicas
que han sido propuestas como métodos que pueden diferenciar entre titulos de
anticuerpos producidos por vacuna y por infeccion (Metcalf, 1986; Morgan y
col., 1987). Debido a que en la campana actual se utiliza la vacuna RB51 (no
interfiere con el diagndstico), no justificaria la utilizacion de una prueba
diagndstica para tal objetivo. Ademas las pruebas de 2-ME y Riv parecen tener
altas especificidad pero baja sensibilidad comparadas con FC. Siendo técnicas
poco deseable como confirmatoria en etapas finales de erradicacion debido al
riesgo de dejar animales falsos negativos en el rodeo y de esta manera
perpetuar la enfermedad (Dajer-Abimehi y col., 1998). Segun la OIE (2010), las
pruebas confirmatorias son BPA (prueba del antigeno tamponado), FC, ELISA,

FPA (polarizacién fluorescente).

Otro aspecto importante en la campafa sanitaria, se refiere a la interdiccion de
foco. Actualmente en Uruguay, se requiere de dos pruebas negativas a Rosa
Bengala, con un intervalo de 120 dias, para la liberacion de restricciones de un
predio (junto con la eliminacion de positivos y vacunacion). En otros paises, se
ha demostrado que esto es un tiempo demasiado corto para asegurarse de que
la enfermedad ha sido eliminada del rodeo (Ragan y Ragan, 2012). Aunque los
intervalos de pruebas pueden variar dependiendo del nivel de la enfermedad, el
tipo de explotacion y otros factores, la prueba final del rodeo, que sera la base
para liberar la interdiccion del establecimiento, debe ser al menos un afo
después de la deteccion del ultimo reactor (Ragan y Ragan, 2012). Un intervalo
de 30 dias para un segundo analisis funciona bien hasta que el rebafio se haga
negativo. Esto se basa en el periodo de incubacién promedio de la brucelosis.
Después de la primera prueba negativa, los plazos para las pruebas pueden

ser extendidos (Casas, 2008; Ragan y Ragan, 2012).
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Es de fundamental importancia la correcta investigacion epidemiologica de los
perifocos. Actualmente se utiliza el término “perifoco”, para aquellos predios
linderos y relacionados epidemioldégicamente. Segun Ragan y Ragan (2012)
seria conveniente extender el area de perifoco hasta un radio de 2-3 Km del
establecimiento afectado. La extension del area de perifoco es importante para
garantizar que un foco esta rodeado de un anillo de establecimientos
verdaderamente negativos (Ragan y Ragan, 2012). Debe ser realizada en el
menor tiempo posible, y se debe evitar la salida de animales susceptibles del
perifoco y del o los predios relacionados epidemiolégicamente, hasta no tener
resultados serologicos negativos (Ragan y Ragan, 2012). Hoy dia los predios
linderos o relacionados epidemiolégicamente al foco, deben realizar sangrado a
todos los reproductores bovinos mayores de un ano (Resolucién 128/010),
posterior vacunacién y revacunacion con RB51 de todas las hembras bovinas

no prenadas mayores de 4 meses (Resolucién 883/010).

En cuanto al sangrado de animales susceptibles previo movimiento de
seccionales policiales de riesgo, en Uruguay mas de la mitad de los
productores lo realizan. Por lo qué quizas seria conveniente realizar un
sangrado de todos los establecimientos previo movimiento, dejando sin efecto
la division por seccional policial de riesgo, que como unidad epidemioldgica es
sumamente cuestionable. Esta medida si bien no cubriria la totalidad de los
establecimientos, revelaria la actual situacidbn del pais, confirmando que
aquellas seccionales policiales fuera de riesgo, se deban exclusivamente a la

ausencia de la enfermedad y no a la falta de diagnéstico de la misma.

Esta estrategia es importante para evitar la propagacion de la enfermedad pero

tiene limitado valor como herramienta de vigilancia (Ragan y Ragan, 2012).

Otra medida a ser tenida en cuenta, para la deteccién focos ocultos, seria la
realizacion de un sangrado a todos los predios con ganado susceptible del
pais, igual al que se realiza para los establecimientos lecheros remitentes a
planta (anualmente). Esto también seria otra medida que permitiria detectar
focos que quizas no se estén detectando actualmente. Quizas el mayor

inconveniente que tiene esta medida sanitaria, es el alto costo econdédmico y de
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personal capacitado para llevarla adelante. Eso sin duda se debe poner en la

balanza y evaluar el costo beneficio para el pais en caso de ser justificada.

En cuanto a la eliminacion de los animales positivos, hay situaciones en la
cuales resulta engorroso, debido a la falta de interés en la compra por parte de
las plantas habilitadas, las grandes distancias entre establecimiento y frigorifico
habilitado y las disposiciones existentes de la FOICA (Federacion de operarios
de industrias carnicas y afines) que establecen limites en la faena de animales
positivos por dia. Son éstos acontecimientos, que muchas veces conllevan a la
permanencia por un tiempo considerable de animales positivos en el
establecimiento, constituyendo la principal fuente de infeccion para el resto del
rodeo, mas aun tratandose de hembras prefadas (debido a que la principal

fuente de infeccion es el parto/aborto).

El plazo establecido segun el MGAP luego del diagnéstico confirmatorio para
envio a faena es de 30 dias. Esto puede ser excesivo, debido no sélo al riesgo
que implican estos animales para el resto del rodeo, sino también debido a la
ausencia de recomendaciones oficiales, tales como el aislamiento hasta el

momento de ser enviado a faena.

La vigilancia epidemiologica durante el sacrificio a nivel frigorifico realizada en
algunas plantas del pais, deberia en realidad aplicarse en todas las plantas de
faena habilitadas. Esta es una excelente herramienta de vigilancia y
probablemente resultaria en una mas rapida divulgacién de los nuevos rebafnos
afectados (Ragan y Ragan, 2012). De ésta manera evitariamos el envio a
faena animales cuyos propietarios sospechen la presencia de la enfermedad y

envien a plantas que no realizan muestreo serologico.

Los mayores porcentajes de brotes en el Uruguay durante los anos 2009 y
2010, fueron detectados por pruebas pre-movimiento, seguidas por la
investigacion de linderos y predios vinculados epidemiologicamente (Ragan vy
Ragan, 2012). Esto es preocupante ya que la principal forma de detectar
nuevas infecciones deberia ser llevando a cabo investigaciones
epidemiologicas, incluyendo adecuadas investigaciones y sangrados de rodeos

linderos. Cuando se encuentran un alto porcentaje de los rodeos afectados por
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pruebas pre-movimiento, indica que la enfermedad no es detectada

tempranamente por investigacion epidemiolégica (Ragan y Ragan, 2012).

Actualmente el organismo oficial no tiene un plan de manejo diferencial para los
rodeos afectados (partos y vaquillonas). EI manejo de vaquillonas en rodeos
afectados ha demostrado ser una parte fundamental para la eliminacion de la

brucelosis y evitar su reemergencia (Casas, 2008; Ragan y Ragan, 2012).

Por otro lado, segun informe realizado por la SMVU (2011), la demora en los
tiempos de aplicacidén de la mayoria de las medidas propuestas, la incorrecta o
incompleta aplicacién de las mismas en muchos casos, pero fundamentalmente
los tiempos operativos absolutamente diferentes a los tiempos de difusion de la

enfermedad, han contribuido a la permanencia de la misma en el pais.

Las posibles fallas en la campana sanitaria de Uruguay son producto de varios
factores (técnicos, logisticos). El organismo oficial cuenta con una limitante de
recursos humanos y materiales, lo cual es inadmisible en un programa sanitario
con el objetivo de erradicar de la brucelosis. Asi como también la falta de
supervision uniforme, de la labor de los veterinarios de libre ejercicio (VLE),
laboratorios privados y demas actores. La falta de compromiso hacia la
campafa sanitaria por parte de los VLE, de los productores, constituyen un
punto débil en la campana. Muchos productores que padecen desde largo
tiempo atras la presencia de la enfermedad en sus establecimientos, no ven de
forma positiva las medidas sanitarias propuestas, y sin el convencimiento de
los principales actores, es imposible llevar adelante con éxito un programa
sanitario (Comunicacién personal Ing. Manuel Béttega, 2012). Existe un
“Seguro para el control de la Brucelosis Bovina”, financiado por los productores
con la finalidad de indemnizar a los productores que envian a frigorifico
animales positivos a la prueba confirmatoria. El fondo se financia en forma
diferencial para ganado de carne y leche, este ultimo actualmente no se esta
recaudando, debido al superavit existente. (Comunicacion personal Dr. Alfredo
Garin, 2012). Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, seria
conveniente considerar seguir recaudandolo, con el objetivo de destinar cierto
porcentaje para financiar parcialmente la realizacion de medidas sanitarias,

tales como el sangrado de la totalidad del ganado susceptible del pais. ;No
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seria entonces mejor medida sangrar todo el ganado susceptible y descartar la

enfermedad que subsidiai por anirnales sacrificados por ella?

En la actual campafna sanitaria se han implementado una gran cantidad de
recursos y esfuerzos, pero al no existir un consenso de todos los actores

involucrados, resulta dificil llevar a cabo el objetivo de erradicacion.

Para hablar de erradicacién hoy dia existen muchas limitantes. Se debe
generar un ambito de confianza en el relacionamiento publico/privado, y de
esta forma fortalecer los objetivos de la campana sanitaria y lograr este status
sanitario. Por lo tanto, el éxito en la realizacidn de un programa sanitario
nacional de erradicacién requiere un riguroso compromiso de todos para el

beneficio de un bien comun.
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