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Introduccioén

La Brucelosis es una antropozoonosis vinculada sin excepciéon con los animales
domésticos y silvestres (Nicoletti, 1989), y de amplio impacto socioeconémico a nivel mundial,
pese a las campanas de control y erradicacion desarrolladas durante la segunda mitad del
siglo XX. La enfermedad persiste, en ocasiones con virulencia, desafiando el trabajo de los
sistemas de salud publica de multitud de paises, tanto desarrollados y como en vias de
desarrollo (Corbel, 1989; Acha y Szyfres, 2001; Nicoletti, 2002). Aunque otras especies del
género Brucella son también patdgenas para el ser humano, la infeccién por B. melitensis es,
incuestionablemente, responsable del mayor nimero de casos, y con frecuencia de los casos
mas graves de la Brucelosis humana (Ordufia-Domingo y col., 2001).

La Brucelosis ovina, causada por B. melitensis, es esencialmente una enfermedad
infectocontagiosa aguda de las hembras prefiadas, que se manifiesta por abortos a finales
de gestacion, casi Unico sintoma apreciable (Alton, 1985). La infeccidn puede afectar sin
embargo, con relevancia epidemiolégica diversa, a una notable proporcion de los individuos
del rebafo, con independencia de su edad, sexo, o estado productivo. La enfermedad no
suele recidivar (Alton, 1985; 1990), aunque la infeccion si puede hacerse cronica, y el
patégeno a persistir en el rebafo en una proporcién no bien definida de portadores
asintomaticos (Alton, 1990). Aunque este perfil de infeccion es similar en la cabra, la
Brucelosis cursa en esta especie con particularidades (Alton, 1990; Comité Cientifico de
Sanidad y Bienestar Animal, 2001), que no seran tratadas aqui.

En este trabajo se comentan algunos de los aspectos mas relevantes de la
Brucelosis de la oveja que pueden resultar de interés a los profesionales sanitarios con
responsabilidades en el control y la erradicacion de esta zoonosis.
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Brucella melitensis.

La primera denominacion del germen fue Micrococcus melitensis en atencién a su morfologia
y al lugar de su descubrimiento en 1887, la isla de Malta (melita, miel). Su denominacion actual
hace honor también a su descubridor, Sir David Bruce (Corbel y Morgan, 1984).

Aunque se han formulado numerosas propuestas de bajas y nuevas incorporaciones
en el género Brucella, se siguen clasificando las especies en funcion del hospedador
principal: B. melitensis en ganado ovino y caprino (3 biovariedades), B. abortus en bovino
(7 biovariedades), B. suis en porcino (5 biovariedades), B. ovis en ganado ovino; B.
neotomae en la rata del desierto, y B. canis en perros. A nivel genético existe una elevada
homologia entre las especies del género, incluso se ha propuesto citarla como especie
unica (Vergery col., 1985). Los progresos en gendémica mantienen este género abierto a
nuevas adscripciones y modificaciones.

Las caracteristicas morfoldgicas del género son las de coco, cocobacilo o bacilo
corto con un tamafio de 0,5-0,7 por 0,6-1,5 micrometros. Se visualizan aislados o en
parejas, y excepcionalmente en pequefios grupos, con respuesta negativa a la tinciéon de
Gram, pero positiva a la de Stamp. Son inméviles y sin capsula. En el manual de referencia
de Alton y col. (1988) podemos encontrar una amplia descripcion de sus caracteristicas
microbioldgicas. Aun siendo aerobias muchas cepas requieren 10% CO, suplementario
para su crecimiento especialmente en los aislamientos primarios. Su temperatura 6ptima
de crecimiento es de 37 °C aunque también se multiplica en un rango de 20 °C a 40 °C.
En medio sdlido las colonias requieren de 48 a 72 horas para ser visibles, y alcanzan su
maximo desarrollo a los 4 — 5 dias de incubacioén.

Una caracteristica peculiar de este género, especialmente en B. melitensis, es su
capacidad, en determinadas condiciones disgenésicas de conservacion o cultivo, de
disociacion o transformacion de colonias de superficie S (smooth o lisas) -estado normal
de las especies B. melitensis, B. abortus 'y B. suis- a cepas R (rough o rugosas) — estado
normal de B. ovis y B. canis-. Estos cambios se asocian generalmente con variaciones
de la virulencia, caracteristicas seroldgicas y de sensibilidad a los fagos.

La estructura antigénica es basica para el desarrollo de pruebas de diagnéstico
seroldgico, puesto que incluye los determinantes que inducen la respuesta inmune durante
la infeccion. Como especie bacteriana Gram negativa dispone de una compleja pared celular
compuesta por membrana interna y externa separadas por un espacio periplasmatico. En
dicha membrana externa hallamos como en otros Gram negativos: fosfolipidos, proteinas y



lipopolisacarido (LPS). EI LPS es el antigeno inmunodominante en las pruebas de deteccién
serologica, y fundamentalmente la fraccion denominada cadena O. EI LPS esta formado
por el Lipido A, insertado en la membrana externa pero sin quedar expuesto en su superficie
y por ello con menor relevancia diagndstica, y un polisacarido expuesto hacia el exterior
compuesto a su vez de un nucleo interno y la cadena O.

Esta cadena O contiene los epitopos determinantes en las pruebas seroldgicas
basadas en la deteccion del LPS de las especies lisas (S-LPS). Estructuralmente es un
homopolimero lineal de N-formil-perosamina en enlaces a (1,2) y/o a (1,3). Se describen
tres tipos de epitopos mediante sueros monoclonales: A (5 o mas azucares en a-1,2); M
(contiene enlace a-1,3) y C o comun (4 o menos enlaces con a-1,2) (Moriyén, 1994;
Zygmunt y col, 1994a). Estas reacciones nos permiten el serotipado de las Brucelas
lisas, pero tienen menor importancia en el diagndstico serolégico debido a que los
anticuerpos circulantes producidos en la infeccion reconocen el epitopo comun C, no
siendo posible distinguir el serotipo (AC de B. abortus; MC de B. melitensis).

Por ello, segun Moriydn (2001), es irrelevante el origen (B. abortus o B. melitensis)
de los antigenos empleados en el diagndstico, aunque Diaz-Aparicio y col. (1993) sefialan
una posible mayor sensibilidad en el diagndstico de Brucelosis ovina utilizando antigenos
obtenidos directamente de B. melitensis. En las pruebas serologicas habituales se
emplean, por tanto, suspensiones celulares de B. abortus, en Europa la cepa S19, o sus
extractos enriquecidos de LPS, segun preconiza el Reglamento 535/2002 de la Comisién
Europeay el Manual de la OIE (2004b).

La cadena O es también el principal componente antigénico implicado en la respuesta
humoral frente a la vacunacién con Rev.1 y asi mismo en las reacciones cruzadas que se
presentan con otras especies bacterianas cuya composicion quimica de la cadena O es
similar a la que exhibe Brucella tales como Escherichia coli O157:H7, Francisella tularensis,
Pasteurella maltophilia, Salmonella (serotipo grupo N), Vibrio cholerae, Xanthomonas
maltophilia, y sobre todo Yersinia enterocolitica O:9 Crespo, 1994).

Otros determinantes antigénicos parecen menos eficaces en la induccién de la
respuesta inmune detectable. Destacan: el Hapteno Nativo (HN), quimicamente idéntico
a la cadena O (Marin y col., 1999); proteinas de membrana externa (Zygmut y col.,
1994a; 1994b) y antigenos citosolicos (Debbarh y col, 1996a; 1996b; Letesson y col.,
1997; Cloeckaerty col., 2001). La deteccién de lainmunidad celular mediante el diagndstico
alérgico utiliza el denominado «test de la brucelina» (Jones y col., 1973) y emplea antigenos
citoplasmicos de B. melitensis cepa rugosa B-115 (Blasco y col., 1994b). Para la deteccion

33



de esta misma respuesta mediante la prueba in vitro del interferédn gamma se han ensayado
tanto antigenos de superficie como del citosol (Duran-Ferrer y col., 2004).

Patogenia y cuadro clinico de la Brucelosis ovina

Como senala Letesson y col. (2002) «aunque Brucella es responsable de una de las
zoonosis mas importantes, nuestro conocimiento de su patogénesis permanece en lainfancia».
En el género Brucella todas las especies, excepto Brucella neotomae, son consideradas
patégenas. La especial relacion que se establece entre el germen y el hospedador, de idéntica
naturaleza para todas las especies, produce cuando se rompe el equilibrio un cuadro sintomatico
y lesional parecido, aunque con particularidades.

Este desequilibrio provoca la enfermedad cuyo principal sintoma es el aborto o
el parto prematuro. Puede acontecer un parto normal, con excrecion del patégeno
(parto infeccioso), de especial relevancia epidemioldgica (Alton, 1990). La variedad de
respuestas es muy amplia, dependiendo de multiples factores como la biovariedad,
cepa, dosis y la via de infeccién del patégeno, y el sexo, edad y estado reproductivo e
inmunitario (vacunado o no vacunado) del animal. Desde la enfermedad aguda hasta
situaciones cronicas de latencia. La colonizacion del germen se puede prolongar a lo
largo de toda la vida del animal en estados de portador inaparente, pero también se han
descrito situaciones de curacion (Enright, 1990).

El periodo de incubacion es variable y prolongado, pueden darse largos periodos de
tiempo sin sintomas ni respuesta inmune del hospedador, en los que el germen se halla en
estado de latencia (Crespo, 1994).

Las Brucelas son gérmenes parasitos intracelulares facultativos, adaptados a la vida
en el interior de las células que colonizan induciendo infecciones de caracter cronico (Enright,
1990). Disponen de una variedad de mecanismos aun no totalmente esclarecidos que inactivan
las defensas celulares produciendo una respuesta inflamatoria de caracter granulomatoso en
los 6rganos linfoides del hospedador.

B. melitensis es la especie del género Brucella con mayor capacidad invasiva y de
multiplicacién (Corbel y Morgan, 1984) siendo con mucha diferencia la que produce los sintomas
mas acusados en la especie humana (Corbel, 1997). No se conocen manifestaciones clinicas,
epidemioldgicas o lesionales diferentes segun las biovariedades de B. melitensis (1, 2 6 3)
aisladas en cada caso (Garin-Bastuiji y col., 1998). El microorganismo no sélo se desarrolla en
el animal adulto sino que, como sefiala Enright (1990), las lesiones en el feto indican que el



curso de la patogenia en éste seria idéntico a la del adulto, con la diferencia de su incapacidad
inmunoldgica para contener la multiplicacion, y esto le conduce a la muerte.

Penetran en el organismo atravesando la mucosa conjuntival, oral, faringea, intestinal,
vaginal y prepucial e incluso por la piel, sobre todo lesionada. Una vez traspasada la mucosa,
el germen es transportado por via linfatica, tanto en el interior como en el exterior de los
macrdéfagos y otras células, a los linfonddulos regionales donde perviven en las células del
sistema mononuclear fagocitario por un largo periodo de tiempo. En los linfonédulos se observa
hiperplasia e inflamacién granulomatosa. Si estos mecanismos defensivos fracasan, entonces
se produce (entre los dias 10 y 22 post infeccién) la diseminacién por el torrente sanguineo
hacia otras localizaciones. Estos periodos intermitentes de diseminacién puede prolongarse
durante un periodo variable, entre 30-45 dias, aunque algunos autores (Barberan y Blasco,
2002) lo prolongan varios meses. Coincide con el estado febril del animal, y es el periodo
adecuado para que la reaccion inmunoldgica reduzca la carga bacteriana.

La diseminacién sanguinea se continta en la fase de colonizacién y estabilizaciéon de
la infeccién en una localizacién aislada. Esta dependera del especial tropismo del germen por
determinados 6rganos; la mas destacada, segun Alton (1985), es la mama donde al persistir
alolargo de varias gestaciones mantendra la infeccidn en el rebafio; también el Utero gravido,
desde donde podra atravesar la barrera placentaria, colonizar distintos tejidos fetales y provocar
en definitiva su principal manifestacion clinica: el aborto. Numerosos animales presentan con
el tiempo una infeccion cronica y se convierten en portadores asintomaticos potencialmente
eliminadores de gérmenes en el caso de las cabras y raramente en ganado ovino donde la
excrecion tiende a remitir (Comité Cientifico de Sanidad y Bienestar Animal, 2001).

La virulencia parece depender de la existencia de LPS (Corbel, 1997) y son raras las
infecciones persistentes por cepas rugosas. Los fendmenos que tienen lugar durante la
penetracion de la bacteria en las células del hospedador, asi como los mecanismos de
inhibicién de su destruccion en el interior de la misma son objeto prioritario de la investigacién
actual (Kusumawati y col., 2000). Las células colonizadas son mayoritariamente macréfagos
(Ko y Splitter, 2000) estando este fendmeno muy estimulado por la opsonizacién con
inmunoglobulinas, aunque también son fagocitadas las Brucelas no opsonizadas. Una vez en
el interior de la célula inmunitaria se inicia la lucha por destruir al germen. Las Brucelas deben
resistir el ambiente hostil del fagosoma donde el bajo pH, la escasez de nutrientes y la baja
tension de oxigeno (Ko y Splitter, 2000) las destruirian si no contasen con una gran variedad
de mecanismos de supervivencia que ademas deben inhibir la fusién del fagosoma con el
lisosoma. Letesson y col. (2002) mencionan la paradoja de que las Brucelas se ocultan de
las células del sistema inmune en el propio interior de las mismas, y con mucha eficacia.

35



Se desarrolla una respuesta inmunitaria de caracter humoral y celular que provoca
sintesis de citoquinas inductoras de la proliferacion y diferenciacién en clones de linfocitos
que se expanden posteriormente. La respuesta en sintesis de anticuerpos puede detectarse
entre las 2 — 4 semanas post infeccion (Alton, 1990; Duran-Ferrer, 1998) aunque es
transitoria y muy variable, incluso puede estar ausente, sobre todo en animales
sexualmente inmaduros. El patrén de respuesta es similar al del ganado vacuno, con un
predominio inicial de IgM seguido a la semana o quince dias de un predominio de IgG.
Ambas declinan al cronificarse el proceso, predominando en este caso la IgG (Comité
Cientifico de Sanidad y Bienestar Animal, 2001).

La especial predileccion del género Brucella por el utero de los mamiferos ha tratado
de ser explicada por la existencia de una elevada concentracion de eritritol en el Utero gravido
de rumiantes y suinos (Keppies y col., 1965). Sin embargo este hecho se contradice con la
proliferacién de Brucella en el Gtero de especies en la que la concentracion de eritritol es baja
(Bosseray, 1984). Otros autores (Enright, 1990) sefialan como responsables de la especial
predileccion por el tejido uterino a la gran cantidad de hormonas y proteinas secretadas por el
trofoblasto coriénico que actuarian como estimulantes del crecimiento bacteriano. Las lesiones
mas caracteristicas del Utero infectado son las propias de una placentitis de tipo necrético
con gran numero de cotiledones afectados (Crespo, 1994; Duran-Ferrer, 1998). En el feto se
observan gran niumero de lesiones en los érganos de ambas cavidades toracica y abdominal
(Gorhamy col., 1986).

La consecuencia de las lesiones es el aborto, principal y frecuentemente unica
manifestacion clinica de la infeccién (Alton, 1990), normalmente en el ultimo tercio de la
gestacioén o bien mortinatos a término, aunque también pueden nacer animales vivos y
morir a las 24 horas extremadamente débiles. La probabilidad de un aborto en las siguientes
gestaciones es muy baja. En caso de infectar hembras no gravidas, éstas dificilmente
abortaran en la siguiente paridera, lo que explica la mayor incidencia de abortos en rebarios
recién infectados frente a aquellos en los que la infeccidn es enzodtica (Comité Cientifico
de Sanidad y Bienestar Animal, 2001). Si la infeccion se produce muy al final de la
gestacion raramente se observa el aborto, pero no puede descartarse la posibilidad de un
parto «infeccioso».

Son mencionadas como causas mas probables del aborto la dificultad en el desarrollo
correcto de la nutricion fetal por el dafio vascular y la isquemia que se produce, asi como el
impedimento de la retirada de productos téxicos del metabolismo fetal (Moriyon y Ulevitch,
1978). La elevacion del nivel de cortisol como respuesta al estrés produciria en ultimo término
la liberacién de prostaglandina PGF 2 a, hormona fuertemente abortiva.



También hallamos lesiones focales granulomatosas con infiltrado de macréfagos,
linfocitos, células plasmaticas y neutréfilos en mama, bazo, higado, testiculo, epididimo y
glandulas sexuales accesorias (Barberan y Blasco, 2002) y con menor frecuencia en médula
Osea, huesos, corteza renal, y membranas sinoviales (Duran-Ferrer, 1998). La infeccion se
perpetia en la glandula mamaria, linfonddulos retromamarios y genitales (Fensterbank, 1987).
La inflamacion de la mama reduce la produccion lactea aunque raramente conduce a una
mamitis clinicamente detectable. Entre las lesiones producidas en el morueco destacan:
orquitis, epididimitis, vesiculitis y prostatitis pudiendo derivar el proceso en una esterilidad
temporal o permanente.

Epidemiologia de la Brucelosis ovina

La epidemiologia de la Brucelosis en ganado ovino es muy compleja. Los largos
periodos de silencio seroldgico y las recidivas ciclicas en el rebafo, asi como la transmision
vertical y el caracter de portador crénico de muchos animales han dificultado enormemente
la comprensién de la evolucion de la infeccidn en el rebafio. La capacidad de evadir los
sistemas defensivos organicos ha llevado a Letesson y col. (2002) a denominar al género
Brucella como ese «horrible bicho furtivo» (furtive nasty bug).

El rango de especies sensibles a Brucella comprende un amplio rango de mamiferos
(Crespo, 1985). En el caso de B. melitensis los hospedadores principales son la cabra 'y
la oveja. El papel de las especies silvestres en el mantenimiento y difusién de la enfermedad
en el ganado ovino es, dependiendo de los autores, poco importante (Alton, 1985), mas o
menos habitual (Comité Expertos FAO/OMS en Brucelosis, 1986) o con importancia
creciente (Davis, 1990). Es frecuente la infeccion del ganado bovino con B. melitensis por
contagio a partir de ganado ovino al compartir estos animales los caminos, los pastos o
la estabulacion (Verger y col., 1985). Aunque poco estudiado, también se han descrito
casos de infeccién en ganado ovino por B. abortus (Nicoletti, 1980).

Sin lugar a duda, la infeccién en el rebafio tiene como origen la incorporacién de
animales enfermos o portadores inaparentes foraneos. En un rebafio no inmunizado el
proceso se inicia con caracter «explosivo», con una frecuencia muy elevada de abortos,
entre el 10% y el 16 %, en la primera paridera (Crespo, 1994). En posteriores periodos
reproductivos el fendmeno abortivo suele atenuarse dado que la oveja no suele abortar
mas que una vez (Alton, 1985; Duran-Ferrer, 1998), aunque Barberan y Blasco (2002)
sefalan la posibilidad de dos abortos consecutivos. Con intervalos de 3 a 4 parideras se
suceden incrementos en el porcentaje de abortos en el rebafio hasta cifras similares a
las de la primera vez, sobre todo en aquellos de estabulacién nocturna y hacinamiento
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(Blasco, 1990). Este hecho es debido a un mantenimiento constante del ciclo de infeccién
estre los animales excretores del patdgeno y las ovejas en periodo de susceptibildad. No
obstante este ciclo de infeccidon se atenua notablemente cuando los animales estan
vacunados con Rev.1 (Alton, 1990)

Los animales del rebafio ovino susceptibles a la infeccion (Alton, 1990) son las
hembras gestantes a partir del segundo tercio de la gestacién. Las hembras no gestantes
no sufren la enfermedad clinica. Una proporcion de animales no bien definida pueden
quedar como portadores latentes del germen. Los corderos neonatos serian resistentes
a la infeccion (Alton, 1985) por lo que la leche, a pesar de contener una elevada
concentracion de Brucelas durante dos meses tras el parto (Alton, 1985), no representaria
un gran riesgo en la transmision vertical. Sin embargo, la leche si podria jugar un papel
importante como fuente de infeccién en la transmisién horizontal entre hembras lactantes
a partir de practicas de ordefio no higiénicas, especialmente en el ordefio manual (Minas,
comunicacion personal, 2000). La transmision vertical de la madre al cordero esta
documentada aunque se desconoce en qué medida este mecanismo participa en el
mantenimiento de la infeccién en el rebafo. Los estudios realizados por Grillé y col.
(1997), asi como el conocimiento de que un 10 % de los terneros seronegativos nacidos
de madres infectadas o consumidores de leche contaminada desarrollan la enfermedad
una vez llegan a ser adultos (fenédmeno de latencia citado por Nicoletti, 1986), podrian dar
importancia epidemiolégica a la poblacién de animales jévenes.

Se considera al morueco como simple transmisor mecanico de la infeccidén durante
la monta, aunque Barberan y Blasco (2002) le atribuyen un papel mucho mas relevante,
aislando Brucella melitensis en semen en mas del 20% de machos serolégicamente
positivos, y por tanto deberia reconsiderarse su importancia real. En cuanto a las razas
se ha observado una marcada susceptibilidad de las estirpes lecheras debido al especial
tropismo del género por el tejido mamario (Alton, 1985).

La fuente principal de gérmenes son los productos del aborto - feto, anejos fetales
y liquido amniético donde se detectan hasta 10" ufc/g en los cotiledones (Crespo, 1994)
y 10" ufc/g en el fluido alantoideo (Alton, 1990). El exudado vaginal contiene una
concentracion elevada de gérmenes durante las semanas siguientes al aborto o parto
infeccioso (Duran-Ferrer, 1998; Alton, 1990) pudiéndose prolongar hasta dos meses
(Jiménez de Bagués y col., 1989). Blasco (1990) considera ésta la via principal para el
mantenimiento de la infeccion en el rebafo. La leche presenta una notable concentracion
de Brucelas, aunque seria notablemente inferior a la descrita para el exudado vaginal y
para los restos de aborto. La excrecion puede continuar en partos posteriores, incluso



durante 140 - 180 dias en ovejas tras abortar (Alton, 1985). Otras vias de excrecién como
son la orina, sudor, heces, secreciones nasales o semen serian de mucha menor
importancia (Crespo, 1994).

Las Brucelas excretadas por las distintas vias, antes de contagiar a otros individuos,
son capaces de resistir las condiciones medioambientales. La luz solar las inactiva
rapidamente pero en ciertas condiciones de humedad y temperatura y en el sustrato
adecuado presentan elevadas tasas de viabilidad durante meses (Blasco, 1990; 2002).
Un estudio pormenorizado de la resistencia del germen en distintos sustratos y condiciones
ambientales se encuentra en la revision que realizé el Comité Cientifico de Sanidad y
Bienestar Animal (2001) y es descrito ademas por otros autores (Nicoletti, 1986; Crespo,
1994). Se mantiene viable también en los pastos, por lo que las técnicas de nomadeo,
transhumancia y pastos compartidos con especies silvestres o domésticas son
consideradas factores importantes para la entrada y mantenimiento de la infeccion en el
rebafo. Tras el despoblamiento de rebafios en proceso de erradicacién, debe someterse
los pastos de la explotaciéon a una sistematica de desinfeccion y de reposo antes de
introducir nuevos animales.

Las formas de transmisién principales son por ingestiéon y por inhalacion. La
penetracion en los animales susceptibles se vera favorecida por condiciones ambientales
de temperatura, baja luminosidad, humedad y falta de ventilacién, elementos todos ellos
que permiten la supervivencia en elevadas concentraciones del germen (Blasco, 1990). Por
ello, es frecuente la inhalacién de polvo altamente contaminante por via aerégena (Alton,
1985) y con mayor profusion en los corrales y dehesas de nuestros climas secos (Crespo,
1994). La ingestion de material contaminado puede producirse por la contaminacion del
alimento, pero también por el lamido de fetos y material fetal. También influyen los habitos
de autolimpieza, asi como el aprovechamiento de pastos o aguas contaminadas (Crespo,
1994). Otros mecanismos de transmision a considerar son el contacto directo, penetrando
el germen por las mucosas o la piel. La via conjuntival de infeccidon puede serimportante en
condiciones de hacinamiento, que suele ademas discurrir paralela a la via respiratoria.

El papel de los insectos y garrapatas como vectores es aceptado pero considerado
de menor valor epidemiolégico.

Es frecuente que los veterinarios implicados en las campafias de saneamiento
precisen informacion sobre las medidas de bioproteccion mas adecuadas. Creemos
importante sefialar que el mayor riesgo se hallaria en la toma de muestras en locales
oscuros y mal ventilados con hacinamiento y bajo nivel higiénico. Como equipos

39



de proteccién individual (EPI) necesarios citaremos una vestimenta y calzado
apropiado, guantes, gafas de proteccién, gorros que cubran los oidos y mascarilla
con filtro para particulas (son mucho mas eficaces las méascaras de faciales de
proteccion total con filtros para particulas). Sobre medidas de proteccién cuando
se trabaja con Brucelas puede consultarse también los manuales de referencia
(Manual de la OIE, 2004c).

Diagnéstico de la Brucelosis ovina

El diagndstico es uno de los pilares fundamentales de los planes de lucha, y de su
calidad podra depender directamente la eficacia de éstos (Dubray, 1985). En los pequefios
rumiantes, la Unica manifestacion clinica que puede estar presente en un rebano infectado
es el aborto que también puede tener otros origenes (Zarzuelo, 1978). Esto invalida el
simple diagnéstico clinico de la enfermedad que debera basarse por tanto en las pruebas
de diagnéstico de laboratorio.

Existe un acuerdo general entre los diferentes autores en que el Unico diagnostico
inequivoco es el aislamiento y tipificacién bacteriolégica (Alton y col., 1988; Blasco,
2002; Crespo, 1994). El Manual de la OIE (2004b) sefiala que, si bien esto es cierto, son
métodos poco practicos para aplicar de forma masiva en campanas de lucha contra la
enfermedad en condiciones de campo. Por ello es necesario acudir a técnicas indirectas
de diagnéstico, fundamentalmente seroldgicas, que deben interpretarse siempre ala luz
de los datos clinicos, bacterioldgicos y epidemiolégicos (Blasco y Gamazo, 1994).

La especial epidemiologia de la infeccidn brucelar, con periodos variables de latencia
y un numero significativo de animales portadores inaparentes, asi como la patogenia
marcada por el caracter de germen de vida intracelular facultativa, y la evolucién temporal
que sufre la respuesta inmune en hospedador complican enormemente la eleccion de
una técnica concreta para el diagnostico indirecto. En esta decision no sélo se debe
considerar la especificidad y sensibilidad de la técnica, sino también la rapidez, simplicidad
y economia que haga factible su uso sobre amplios censos de ganado. Ello es aliin mas
relevante en aquellos paises de recursos limitados en que posiblemente la Unica opcion
real son las técnicas sencillas y de bajo coste.

Ninguna técnica presenta un 100 % de sensibilidad y especificidad en todas las
situaciones epidemioldgicas, por lo que idealmente deberian combinarse varias pruebas
seroldgicas y recurrir al diagnostico bacterioldgico para confirmar o descartar la infeccion
cuando esta informacién seroldgica no es concluyente (Manual de la OIE, 2004b).



Por su parte, los métodos de deteccion del germen basados en técnicas de biologia
molecular necesitan del adecuado refinamiento para poder ser aplicados en la deteccion
de Brucelas sobre muestras de tejido.

Diagnéstico directo

El objetivo del investigacion bacterioldgica es demostrar la presencia del patégeno
en los érganos del animal, y es generalmente aceptado que es el Unico diagndstico
inequivoco de la infeccién. Debe ser por tanto la técnica de referencia para validar cualquier
método de diagndstico inmunoldgico. El enorme niumero de muestras a procesar en una
campafa de saneamiento, la complejidad técnica, su elevado coste, la necesidad de
personal muy especializado, la laboriosidad de su ejecucion, y el riesgo sanitario para
los analistas hacen que su aplicacién sea limitada (Blasco y Gamazo, 1994). Sin embargo,
estas técnicas deben incorporarse de manera paulatina en las fases finales de los
programas de erradicacién como apoyo en aquellos casos en que la serologia no sea
concluyente (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2003).

En el diagndstico de la Brucelosis en la especie humana se considera la sangre en
hemocultivo como el tejido de eleccion para el aislamiento, ya que el diagnéstico
normalmente se realizara en estados febriles y septicémicos (Elberg, 1984). En ganado
ovino la sangre es poco Util como sustrato diagnéstico (Crespo, 1994) debido al reducido
periodo de bacteriemia y a la imposibilidad practica de evaluar el estado febril de los
animales. Corbel y Morgan (1984) sefialan que se puede aislar Brucelas practicamente
de cualquier érgano aunque la mayor recuperacion de la bacteria se obtiene en los
productos del aborto.

En el caso de intentar determinar la etiologia del aborto, los tejidos de eleccion
son claramente los productos de éste. Feto y placenta contienen gran cantidad de gérmenes
viables (Alton, 1990; Marin, 1998; Crespo, 1994; Manual de la OIE, 2004b) siendo posible
su aislamiento a partir de cotiledones placentarios y membranas fetales asi como a partir
de diversos érganos del feto (contenido estomacal, pulmén, higado, bazo). De los exudados
que siguen al aborto también es posible aislar facilmente Brucelas.

Tras el aborto o parto se produce un largo periodo de excrecion de Brucelas en el
exudado vaginal. El flujo vaginal, recogido con escobillén estéril y medio de transporte,
es la muestra mas recomendada por los distintos autores (Crespo, 1994; Marin y col.,
1996b; Marin, 1998) que sefialan como ventajas: su seguridad higiénica, la flexibilidad
al diagnosticar otras causas de aborto como los producidos por Salmonelas y Clamidias,
la sensibilidad, al existir la posibilidad de excrecion sin infeccion fetal (Marin, 1998), la

41



persistencia y continuidad de la excrecién desde los 15 dias hasta los 2 meses
posteriores al aborto (Jiménez de Baguiés y col., 1989; Alton, 1985; Alton, 1990; Barberan
y Blasco, 2002) y por ultimo, la posibilidad de identificarse claramente a los animales
mas peligrosos epidemiolégicamente (Crespo, 1994). Los estudios de Duran-Ferrer (1998)
mostraron que en animales vacunados e infectados posteriormente la excrecion es
menos intensa y duradera.

La posibilidad de detectar Brucelas en la leche y calostro de las hembras abortadas
o paridas esta ampliamente documentada (Corbel y Morgan, 1984; Marin y col., 1996b;
Alton 1990; Manual de la OIE, 2004b). Se ha sefialado que el periodo de excrecion por
leche es de 15 a 60 dias, pero a veces es nulo o intermitente y menos abundante en
animales vacunados lo que puede reducir su sensibilidad (Crespo, 1994). Apesar de ello,
Garin-Bastuiji y col. (1998) concluyen que el muestreo de ambos fluidos, leche y secrecién
vaginal, es la técnica méas adecuada para el diagnéstico etioldgico «in vivo». Otros tejidos
menos importantes serian, en el macho, el semen y su muestreo con escobillén prepucial
(Corbel y Morgan, 1984; Manual de la OIE, 2004b).

El escaso numero de estudios al respecto hacen dificil determinar en qué érganos
del animal adulto sacrificado, independientemente del hecho clinico del aborto, sera mas
probable aislar el germen. Alton y col., (1988) sefialan dos condicionantes: el bajo numero
de gérmenes por muestra y la elevada contaminacion de las mismas que inhibe las
Brucelas al ser éste un género de crecimiento lento. Marin y col. (1996a) sefalan la
relaciéon entre fase patocrénica y 6rgano seleccionado para el aislamiento. Asi en fases
cronicas se acantona en células del sistema mononuclear fagocitario como los linfonédulos
0 bazo donde sera mas probable su aislamiento.

Por ello en la necropsia la toma de muestras debe abarcar principalmente a los 6rganos
del SMF (bazo y linfonédulos), al utero de la hembra gestante o abortada y a la mama
(Corbel, 1985a; Verger, 1985; Marin y col. 1996b; Marin, 1998; Manual de la OIE, 2004b). A
pesar de este acuerdo general entre autores, existen discrepancias en cuanto a la frecuencia
relativa de aislamientos en cada localizacion.

En cualquier caso los 6rganos citados mayoritariamente en la bibliografia son bazo,
linfonddulos (iliaco, supramamario, crural, parotideo, submaxilar, retrofaringeo, cervical
superficial y mesentérico), mama, utero, médula 6sea, testiculo, epididimo y glandulas
accesorias. Para algunos, el utero no resulta interesante debido al mayor grado de
contaminacion y a la reducida persistencia del germen en este 6rgano, aunque en animales
recién abortados su investigacion posee indudable interés. Marin y col. (1996b) sefala el



mayor porcentaje de aislamientos en la mama y los linfonédulos retromamarios. Nosotros
hemos detectado en distintas situaciones epidemioldgicas que serian lamamay su linfonédulo
los tejidos mas recomendables para el diagndstico microbiolégico de la Brucelosis en el
rebafio, si se muestrea animales en nimero suficiente (Alvarez, 2004).

Brucella crece en medios ordinarios como agar sangre, agar triptosa, agar tripticasa
soja y suero dextrosa agar. En el primer aislamiento, ante la posibilidad de una elevada
contaminacion de las muestras con gérmenes de crecimiento mas rapido, deben utilizarse
medios selectivos (Alton y col., 1988; Blasco y Gamazo, 1994; Barberan y Blasco, 2002)
gue contengan antibioticos inhibidores o colorantes bacteriostaticos. Los dos medios soélidos
considerados en la actualidad como mas adecuados son: el medio de Farrell y el medio de
Thayer Martin modificado (Corbel y Morgan, 1984; Crespo, 1994; Marin y col., 1996a;
1996b; Marin, 1998). La maxima sensibilidad se obtiene sembrando la muestra por duplicado
en cada uno de los medios solidos citados, debido a que la presencia de acido nalidixico y
bacitracina en el medio de Farrell pueden inhibir el crecimiento de algunas cepas de B.
melitensis (Marin y col., 1996 a, 1996b; Manual de la OIE, 2004b, Alvarez, 2004).

Diagnéstico indirecto

La puesta en evidencia de la respuesta humoral se realiza mediante técnicas
seroldgicas de deteccion de anticuerpos. La respuesta celular puede detectarse mediante
pruebas de hipersensibilidad retardada y detecciéon de gamma interferén.

La produccion de anticuerpos como respuesta a la infeccion natural se inicia a las
2-4 semanas (Alton, 1990) aunque existe gran variabilidad segun el desarrollo de la
enfermedad en cada individuo. Cuando se limita la infeccion a los linfonédulos, puede
incluso no detectarse una respuesta inmune apreciable con el consiguiente riesgo
epidemioldgico de estos animales portadores inaparentes (Alton, 1990; Alvarez, 2004).

Segun un estudio sobre infeccion natural realizado por nosotros (Alvarez, 2004) las
técnicas serolégicas se muestran en general mas sensibles en los rebafios con Brucelosis
activa (abortos y excrecion masiva del patégeno) que en aquellos donde el proceso es
cronico, con diferencias significativas entre ambos tipos. También es mas fiable la deteccién
de anticuerpos en los rebafios no inmunizados previamente.

A pesar del enorme bagaje de conocimientos disponibles, y que la gran mayoria de
las técnicas seroldgicas han sido probadas, en mayor o menor medida (Alton, 1990;
Blasco, 2002), no ha sido posible determinar una técnica idénea para el serodiagnéstico
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de Brucelosis en pequeinos rumiantes, de manera que deben siempre interpretarse los
resultados seroldgicos en funcién de los sintomas clinicos, epidemioldgicos y
bacteriolégicos (Manual de OIE, 2004b), y asumir que el rebafio es la unidad minima de
actuacion sanitaria y por tanto el diagnéstico debe ser colectivo (Crespo, 1994).

Segun Moriyon (1994) no es relevante la especie de Brucella de procedencia del antigeno
mientras se encuentre en fase lisa, aunque otros autores como Alton (1990), consideran la
posibilidad de mejorar el diagnéstico empleando antigenos elaborados a partir de Brucella
melitensis. En todo caso, no existen trabajos amplios sobre la materia que den por cerrada la
controversia (Comité Cientifico de Sanidad y Bienestar Animal, 2001).

En el contexto de los programas de erradicacion por diagndstico y sacrificio, las
discrepancias entre el resultado de los diferentes técnicas cuando se aplican a un mismo
colectivo da a lugar a problemas de indole practico, y surgen dudas sobre qué animales
deben ser retirados del rebafio por considerarse infectados. Se ha sefalado que la
combinacién en paralelo de dos o mas técnicas mejora la confianza en el diagnéstico
(MacMillan, 1990). Sin embargo, en la mayoria de la ocasiones las limitaciones econémicas
hacen recomendabile utilizar dos técnicas que puedan ser usadas secuencialmente como
técnicas de criba o screening la primera y como técnica de confirmacion la segunda. Se ha
descrito que la discrepancia entre las técnicas diagnosticas puede ser notablemente mayor
en situaciones de infeccién natural (Blasco y col., 1994b; Alvarez, 2004) que en modelos
de infeccion experimental sincronizada (Duran y col., 2004). En todo caso las discrepancias
entre técnicas de diagnéstico serian mas probables en los estados iniciales y finales de la
infeccion, cuando el animal recibe dosis subinfectivas del agente etioldgico o en los estados
de infeccion inaparente (MacMillan, 1990; Alton, 1990; Sutherland y Searson, 1990).

En los ultimos afos se han realizado notorios esfuerzos para desarrollar técnicas de
diagnostico, tanto para la deteccion de la infeccion en la oveja como para la serovigilancia
de zonas libres de enfermedad. En este sentido, la mayoria de las técnicas que han resultado
utiles en el diagndstico de la Brucelosis bovina (Nielsen y col., 1996a; 1996b; Pouillot y
col., 1997; Saegerman y col., 1999; Nielsen y Gall, 2001; Godfroid y col., 2002; Nielsen,
2002; Mc Giveny col., 2003) se han evaluado también en mayor o menor medida para el
diagndstico de la Brucelosis de la oveja (Blasco, 1985; Blasco y col.,1994 a y b; Jiménez
de Bagliés y col., 1992; Nannini y col., 1992; Jacques y col., 1998; Marin y col., 1999;
Biancifiori y col., 2000; Duran-Ferrer y col., 2002; 2004; Alvarez, 2004).

Sin embargo, la informacion disponible sobre el rendimiento diagnéstico de las
diferentes técnicas todavia es limitada, en ocasiones contradictoria, y persiste la necesidad



de profundizar en su validacion (Garin-Bastuji y col., 1998, Comité Cientifico de Sanidad
y Bienestar Animal, 2001; Manual de la OIE, 2004b). Las aparentes contradicciones
entre los distintos estudios puede ser logica si se tiene presente que en ocasiones el
Unico punto en comun de los estudios es el de basarse en animales con infeccidn brucelar
demostrada (cultivo positivo). Este requisito es completamente necesario pero puede no
ser suficiente. Los sueros de referencia utilizados en los trabajos realizados hasta ahora
para la estimacion de la sensilidad diagndstica son diversos, y en ocasiones no se aclara
por los autores el perfil epidemiolégico de la infeccion en los rebafios o colectivos de
donde proceden los animales donantes. Si tenemos presente que este perfil de infeccién
condiciona notablemente la respuesta inmune, como hemos tenido ocasién de comentar,
es logico pensar que el hecho de evaluar las diferentes técnicas en animales con perfil de
infeccién diferentes puede dar lugar necesariamente a discrepancias en los resultados.
En consecuencia, puede decirse que se trataria de un problema estadistico de
representatividad de la muestra utilizada para la estimacion. Esta limitacién deberia ser
superada en futuros estudios, mediante el uso de los protocolos de trabajo que estan
ampliamente consensuados por la comunidad cientifica (Manual de la OIE 2004a).

En este sentido, para una valoracién precisa de los instrumentos de diagnéstico
debe considerarse que la respuesta inmune frente a la infeccion evoluciona temporalmente
con ella, tanto en el individuo y como en el rebafio al que pertenece. En Brucelosis, la
metodologia necesariamente debe tener presente todos los factores que puedan
condicionar esta respuesta inmune como son, el tipo de infeccién (natural o artificial), el
estado reproductivo del animal, el estado inmunitario previo (vacunados y no vacunados),
y los estados de excretor y portador latente (Duran-Ferrer y col., 2004; Alvarez, 2004).

Entre las técnicas de screening encontramos la aglutinacion con Rosa de Bengala
y el ELISA indirecto (ELISAI). La primera, tiene la ventaja de su facilidad de realizacion y
bajo coste, pero su interpretacién es subjetiva. La segunda es facilmente automatizable
y por tanto aplicable al analisis de gran niumero de muestras tal y como sucede en las
campafas de control y erradicacién, y ademas su interpretacion es objetiva ya que se
realiza mediante espectrofotometro. Su principal desventaja es la necesidad de disponer
de equipos mas sofisticados y personal cualificado. La técnica de Fluorescencia Polarizada
podria incorporarse también al elenco de técnicas con esta finalidad de criba (Duran-
Ferrery col., 2004; Alvarez 2004).

Entre las técnicas de confirmacion, mas especificas, la mejor evaluada es la
Fijacion del Complemento aunque se han obteniendo resultados muy interesantes con
la técnica ELISA de competicién (Marin y col., 1999; Duran-Ferrer y col., 2004; Alvarez,
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2004) y de inmunocaptura (Duran-Ferrer y col., 2002; 2004, Alvarez, 2004). Blasco
(2002) senala que la prueba de Doble Difusion en Gel con Hapteno Nativo es mas
especifica para detectar en una poblacién vacunada los animales peligrosos
epidemiolégicamente (eliminadores de Brucelas al medio). Sin embargo, los animales
negativos a esta técnica podrian ser portadores y por tanto sélo seria aplicable en caso
de querer eliminar progresivamente la infeccién comenzando por los animales mas
peligrosos, pero asumiendo también que el resto pueden ser portadores, e incluso
excretores en un porcentaje no determinado.

La combinacién diagndstica mas empleada es el screening con Rosa de Bengala
(RB) y la confirmacion con la Fijacion del Complemento (FC) (Manual de la OIE, 2004b).
No obstante, si se detecta en el rebafo una proporciéon notable de individuos positivos a
RB (5%) el colectivo completo debe chequearse con la técnica de FC. Este es el
procedimiento oficial en la Unién Europea (Directiva del Consejo 91/68/CE). Ambos métodos
que detectan anticuerpos frente al S-LPS, utilizan como antigeno suspensiones celulares
de Brucella abortus (cepa S-99 en Europa) en fase lisa.

La técnica de aglutinacion Rosa de Bengala se encuadra dentro de los
procedimientos que utilizan un antigeno brucelar amortiguado a pH acido (3,6). Se realiza
a partir de una suspension celular de Brucella abortus cepa S-99 en fase lisa inactivada,
tefiida con colorante Rosa de Bengala. El antigeno que interviene mayoritariamente es el
S-LPS (Alton y col., 1988).

Es una técnica que rinde excelente resultados para la detecciéon de rebafios
infectados por brotes de infeccion (Alton, 1990, Garin-Bastuiji y col., 1998; Manual de la
OIE, 2004b), pero tiene como principal limitacion para el diagnéstico individual en la oveja
la falta de repetibilidad en sueros de animales con un bajo nivel de anticuerpos (MacMillan,
1990; Comité Cientifico de Sanidad y Bienestar Animal, 2001). Esta baja sensibilidad
para el diagndstico individual puede acrecentarse sobre todo en rebafios ovinos de zonas
endémicas en los que puede observarse una notoria proporcion de sueros RB negativos y
sin embargo FC positivos (Blasco y col, 1994a), incluso microbiolégicamente positivos
(Alvarez, 2004). En este sentido, otros trabajos (Duran-Ferrer, 1998; Duran-Ferrery col.,
2002) ponen de manifiesto reacciones del tipo RB negativo-FC positivo, en sueros de
ovejas infectadas experimentalmente cuando transcurre un largo periodo de tiempo entre
elimpacto antigénico brucelar (vacunacién o infeccion) y el momento en que se analiza el
suero. También Fensterbank y col. (1982) observaron que tras la vacunacion, silos animales
son posteriormente infectados, un porcentaje de los mismos es incapaz de producir
anticuerpos aglutinantes pero si los fijadores del complemento.



Las limitaciones practicas del método clasico de Rosa de Bengala en placa de
vidrio o porcelana ha sido sefialada repetidas veces (MacMillan 1990, Garin-Bastuji y
col., 1998; Comité Cientifico de Sanidad y Bienestar Animal, 2001) pues se ve afectada
notablemente por una temperatura de incubacién dificilmente controlable y tiene falta de
repetibilidad en sueros de animales con un bajo nivel de anticuerpos. Ademas es un
método completamente inviable para analizar sueros hemolisados.

Para mejorar el rendimiento de la técnica se han propuesto distintas alternativas,
como la de aumentar la proporcién de suero en relacion al antigeno de la reaccion (Blasco
y col, 1994a), o la adaptacion del método a un soporte en microplaca, incubacioén de la
reaccion en estufa y mejoras en la lectura de la prueba (Durany col., 2002; 2004).

Este ultimo procedimiento en microplaca supera en parte las limitaciones de la
metodologia clasica (Duran y col., 2002) pues permite un eficaz control en estufa de la
temperatura de incubacion, favorece la automatizacion del procedimiento, reduce la
subjetividad en la interpretacién de los resultados, y posibilita ademas el incremento de
muestras analizadas por técnico de laboratorio. En el trabajo de Durany col. (2004) en
todas las situaciones consideradas el método en microplaca resultd ser mas favorable en
la deteccion de la infeccidn que el método clasico en placa.

La técnica de FC ha sido tradicionalmente considerada como de referencia serolégica de
la infeccidn brucelar ovina, y como tal utilizada como técnica de confirmacién diagnostica
especialmente en rebafios vacunados con Rev.1 (Alton, 1990; Garin-Bastuiji y col., 1998; Manual
dela OIE, 2004b). Sin embargo, son varios los inconvenientes de orden practico que suponen su
ejecucion en el laboratorio (Alton, 1990; Alton y col., 1988; MacMillan, 1990). Ello hace conveniente
la busqueda de nuevas técnicas que permitan agilizar los procesos de diagnéstico en el contexto
de los programas de control mediante vacunacion y erradicacion por diagnostico y sacrificio.

Sus principales problemas metodolégicos son: la complejidad de su ejecucion y
estandarizacion, la variabilidad de los reactivos, los fenédmenos de prozona, los sueros
con actividad anticomplementaria, y la dificultad de interpretar los resultados de sueros
hemolisados con titulo bajo (Duran-Ferrer, 1998, Comité Cientifico de Sanidad y Bienestar
Animal, 2001, Manual de la OIE, 2004b).

Los anticuerpos fijadores del complemento en animales vacunados con Rev.1
desaparecen entre los 6 meses y el aio tras la vacunacion, dependiendo de la dosis y via
de administracion. No obstante, para algunos autores la persistencia podria prolongarse
(Fensterbank y col., 1985, Nannini y col., 1991).
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La sensibilidad de la FC varia segun los diferentes autores, y como en la mayoria
de las técnicas seroldgicas esta disminuye a medida que los episodios agudos de la
enfermedad en el rebafio desaparecen (Duran-Ferrer y col., 2002). Este hecho ha sido
confirmado por Alvarez (2004) en situaciones de infeccion natural, en las que la carga
bacteriana del individuo cuantificada por métodos bacterioldgicos estaria directamente
relacionada con la respuesta inmune detectada por esta técnica.

El ELISA indirecto en suero (ELISAI) se basa en la deteccidn de anticuerpos anti
S-LPS y evidencia una muy buena sensibilidad (Jiménez de Bagués y col., 1992; Blasco
y col., 1994b; Delgado, 1993; Delgado y col., 1995a; 1995b; Mariny col., 1999; Alvarez,
2004; Duran-Ferrer, 2004), que haria de ella una técnica ideal para la deteccion de brotes
de infeccidn en efectivos no vacunados con Rev.1, pues es un hecho reconocido que el
ELISA indirecto podria adolecer de la suficiente especificidad en los efectivos previamente
inmunizados (Comité Cientifico de Sanidad y Bienestar Animal, 2001).

La informacién disponible sobre el ELISA de competicidon (ELISAc), también para
la deteccion de anticuerpos anti S-LPS, es menor (Marin y col., 1999; Biancifiori y col.,
2000; Duran-Ferrer y col., 2004). Se desarrolld con el fin de superar las limitaciones
propias de otras pruebas, como la menor especificidad del ELISA indirecto o los
inconvenientes metodolégicos de la FC antes comentados. Alvarez (2004) en muestras
procedentes de infeccidn natural constata que la mejora de especificidad respecto a la
técnica indirecta es manifiesta y Duran-Ferrer y col. (2004) observaron un similar
comportamiento de la FC y del ELISAc en ovejas infectadas experimentalmente. En los
estudios de Alvarez (2004) el ELISA de competicién presenté la misma sensibilidad que
la FC, con el mismo patrén general de respuesta.

Las pruebas de diagndstico basadas en la inmunidad celular pueden ser de utilidad
cuando la serologia no lo es, en especial al inicio de infeccion o en fase de infeccién
cronica (Fensterbank y col, 1985; Alton, 1990; Sutherland y Searson, 1990; Nicoletti y
Winter, 1990), pero sobre todo en casos de sospecha de reacciones cruzadas con
anticuerpos anti S-LPS de otras bacterias gram-negativas, especialmente Yersinina
enterocolitica O:9 (Corbel, 1985b; Pouillot y col., 1997; Godfroid y col., 2002).

En el ganado ovino, se ha sefialado la utilidad de la prueba de la intradermorreaccion
(skin test) para el diagnéstico de la Brucelosis, aunque la prueba da reacciones cruzadas
en animales infectados por Brucella ovis (Alton, 1990) y tampoco puede ser aplicada en
animales vacunados con Rev. 1 por causa de los frecuentes errores de especifici-dad
(Fensterbank, 1985, Bercovich, 1985; Blasco y col., 1994b). Tiene ademas los inconvenientes



derivados de una prueba in vivo, pues los animales tienen que ser manipulados dos veces
y los resultados no estan disponibles hasta pasados 2-3 dias (Blasco y col., 1994b; Weynants
y col., 1995). Mas auln, la inoculacién del alergeno induce un estado de alergia en el animal
durante el cual la prueba no puede repetirse (Blasco y col. 1994b).

Estos inconvenientes podria ser superados en parte mediante una prueba in vitro
como la técnica de interferon gamma, basada de igual forma en lainmunidad celular y que
ha demostrado una buena correlacion con la prueba del skin test (Rothel y col., 1990;
Weynants y col., 1995). Potencialmente, esta prueba permitiria ademas una evaluacion
simultanea de la respuesta inmune frente diversos gérmenes en circunstancias concretas
pueden plantear problemas de especificidad en el diagndstico (Weynants y col., 1995;
Kittelbergery col., 1997). El trabajo de Duran-Ferrery col. (2004) puso de manifiesto una
buena sensibilidad de la técnica del interferon gamma para detectar la infeccion activa en
un modelos de infeccidn experimental de ovejas, aunque son necesarios estudios adicionales
para evaluar la eficacia practica de esta prueba en condiciones de campo.

La vacuna Rev.1

La administracion de la vacuna Rev.1 se considera el medio de proteccion de
mayor eficacia para el control de la infeccion brucelar en pequefios rumiantes. Entre
otras ventajas destacamos su bajo coste, su facilidad de aplicacion, la baja proporcién
de reacciones locales que induce y, ademas, su eficacia frente a la Epididimitis
Contagiosa del Morueco causada por B. ovis (Blasco, 1997). La vacuna actua
atenuando al minimo los ciclos de infeccion y disminuyendo los periodos de excrecién
y aborto. Previene de la infeccidn parcialmente, y por tanto controla su difusién dentro
del rebafio y a otras ganaderias. El contagio humano también se reduce drasticamente.
Por consiguiente disminuyen las pérdidas econdmicas y sociales de la Brucelosis
(Kolar, 1984; Comité de Expertos FAO/OMS en Brucelosis, 1986; Comité Cientifico
de Sanidad y Bienestar Animal, 2001).

Ademas de proteger a un elevado porcentaje de animales de la explotacion, reduce
el tiempo durante el cual los animales infectados excretan gérmenes (Elberg, 1996).
Crespo (1994) senala también la reduccion de la duracion e intensidad de la bacteriemia,
el aumento de la fagocitosis en los linfonddulos, higado y placenta y la produccién de IgG
que atravesando la barrera placentaria confieren inmunidad al feto.

Se trata de un preparado liofilizado de la cepa Rev.1 de B. melitensis, biovariedad
1 lisa: mutacién viva, estable y no reversible (Alton, 1990), ajustada a una dosis de 1-2 x
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10° ufc/mililitro. Clasicamente, la vacuna se ha administrado a animales impuberes por
via subcutanea entre los 3 y 6 meses de edad (Comité de Expertos FAO/OMS en
Brucelosis, 1986). La produccion y distribucién de la vacuna deben ser objeto de controles
rutinarios para garantizar su pureza, identidad, viabilidad, tasa de disociacion, virulencia
residual, inmunogenicidad y eficacia en animales de experimentacion (Alton y col., 1988;
Garrido, 1992; Manual de la OIE, 2004b).

La vacuna presenta virulencia residual, y por tanto capacidad de permanencia y
multiplicacion en el hospedador, aunque en menor grado que la que exhiben las cepas de
campo (Alton y Elberg, 1967). Esta misma diseminacion limitada es la que confiere a la
vacuna su eficacia, al inducir una intensa respuesta inmune en el hospedador y la formacion
de la «memoria inmunitaria» o que permite reaccionar ante posteriores infecciones
inducidas por el germen natural.

Pero a pesar de sus indudable utilidad, la vacuna Rev.1 no cumple
estrictamente los criterios clasicos de idoneidad de una vacuna ideal (Dubray, 1985)
y sus efectos adversos han llevado a restringir su uso rutinario s6lo en animales
impuberes. Los efectos adversos mas notorios son la induccién en el animal vacunado
de anticuerpos indistinguibles - con las técnicas actuales - de los inducidos por la
infeccién natural por cepas de campo (Crespo, 1994), en una intensidad mayor en
los animales adultos, y que en ocasiones pueden persistir durante periodos mas o
menos largos de tiempo (Jones y col., 1964; Alton y Elberg, 1967; Fensterbank y
col., 1982; 1985; Blasco y col., 1985; Nannini y col., 1991). Puede existir también
patogenicidad residual. En el animal impuber puede aparecer fiebre e inapetencia a
los diez dias con una reaccién local muy limitada sin ocasionar alteraciones
testiculares (Barberan y Blasco, 2002). Dependienfo de la via, la dosis y el momento
de la gestacion, la vacunacion de hembras puede conducir a aborto (Jiménez de
Bagués y col., 1989; Zundel y col., 1992; Blasco, 1997).

El empleo de la via alternativa de administracién conjuntival ha demostrado un
significativo descenso en la duracion de la respuesta detectable por técnicas seroldgicas
sin reducir la eficacia protectora (Fensterbank y col., 1985; Alton y col., 1984, Garin-
Bastuji y col., 1998). Duran-Ferrer (1998) realizé un amplio estudio de la respuesta de
ovejas adultas libres de infeccién a la vacunacion con Rev.1 por via conjuntival (dosis de
4,5 x 108 u.f.c.), demostrando la intensidad de la respuesta inmunitaria a los 30 dias y el
descenso general de esta respuesta a los 90 dias excepto para algunas técnicas serologicas
como la ELISA indirecto.



El empleo de dosis reducidas confiere una inmunidad adecuada segun Elberg
(1981; 1996), aunque Zundel y col. (1992) y Blasco (1997) no hallan tal efectividad.
Kolar (1987) considera un minimo de 108-107 ufc para que la vacuna sea efectiva. El
informe del Comité Cientifico de Sanidad y Bienestar Animal de la UE (2001) se detiene
en esta cuestion.

Estrategias de control y erradicacion
Encuesta epidemiolégica previa

Blasco (1990) sefiala que el primer paso en el control de la enfermedad es conocer
la extension real del proceso. La unidad basica en la lucha debe ser una zona geogréfica
amplia cuyas caracteristicas orograficas, climaticas e incluso socioeconémicas sean
homogéneas. El estudio epidemioldgico previo debe ir encaminado tanto a una estimacion
de la prevalencia como a determinar los factores y practicas de riesgo para la propagacion
de la infeccion entre explotaciones y el mantenimiento en las ya infectadas. El grupo de
expertos en Brucelosis de la Task Force de la Unién Europea para el Seguimiento de los
Programas Nacionales de Erradicacion (http://feuropa.eu.int/comm/food/animal/
diseases/eradication/taskforce_en.htm) ha propuesto un modelo de encuesta
epidemioldgica que podria utilizarse como punto de partida.

Control y erradicacion

La singular patogenia de la brucelosis y su complicado perfil epidemiolégico
hacen técnicamente imposible la erradicacion sin que se haya alcanzado previamente
un nivel eficaz de control de la infeccion en los rebafios.

Fase de control en situacion de alta prevalencia. Si como resultado del
estudio epidemioldgico hallamos una prevalencia muy elevada en la zona, superior al 10
% de rebafios infectados, se debe optar por la vacunacion masiva de todos los animales
(con las correspondientes precauciones) como la medida mas eficaz para controlar la
infeccién, aun asumiendo la posible interferencia con las pruebas diagnésticas, incapaces
de discriminar los anticuerpos vacunales de los propios de la infeccion y el riesgo de
aborto en animales gestantes (Comité de Expertos FAO/OMS en Brucelosis, 1986; Garin-
Bastuji y col., 1998). La vacunacién masiva de todos los efectivos también esta indicada
en zonas con elevada incidencia en las personas o en areas donde sea muy dificil el
control de las explotaciones y el movimiento pecuario. Obviamente estas estrategias son
incompatibles con la erradicacién de la enfermedad.

51



Fase de control y erradicaciéon en situacion de prevalencia media. Las
medidas expuestas anteriormente conducen a una disminucion de casos tanto en los
rebafos como en las personas (Elberg, 1981; 1996). Cuando la prevalencia en la zona es
media, es decir entre el 5% y el 10% de los rebafios segun Blasco (1990), se debe iniciar
un programa de vacunacién exclusivamente de la reposicién, esto es: corderos entre tres y
seis meses de edad incluidos los machos, para interferir lo menos posible con el posterior
diagndstico seroldgico. En estos casos, la muestra de suero debe obtenerse pasados 12
meses de la vacunacién. Este esquema se aplica en nuestro pais, en zonas donde la
prevalencia en rebafios es superior al 2 %. Se analiza todo el ganado adulto anualmente
(animales mayores de 18 meses), segregando mediante sacrificio obligatorio aquellos
animales que resulten positivos. Las pruebas serolégicas se repiten sobre los efectivos
seronegativos todavia considerados como infectados hasta conseguir la total erradicacion.

Fase de erradicaciéon en situaciones de baja prevalencia. Segun Crespo
(1994) al cabo de 5 a 10 anos tras una aplicacion rigurosa de este esquema de trabajo,
se podra pasar a una ultima fase de erradicacioén en la que se podria dejar de vacunar.
Aunque la posicién técnicamente mas conservadora seria desarrollar en la zona
experiencias «piloto» para demostrar la viabilidad de la retirada de la vacuna en cada
situacion epidemioldgica concreta (Garrido, 1992, Duran-Ferrer, 2001). La estrategia de
diagndstico y sacrificio es similar a la de la situacién anterior. En Espafia se aplica esta
pauta en areas cuya prevalencia en rebanos es inferior al 2 %.

La erradicacién no implica relajar el control, sino que se establecera un programa
de vigilancia seroepidemiolégica basado en el control de explotaciones y del movimientos
pecuarios (Directiva 91/68/CEE). En caso de brotes aislados en zonas indemnes se
puede optar por el sacrificio de toda la explotacién y posterior periodo de desinfeccién y
vaciado sanitario. Un pais necesita el establecimiento de zonas indemnes que garanticen
el suministro de animales de reposicion a las zonas afectadas (Blasco, 1990).

Epilogo: Brucelosis, retos futuros

Aunque los avances en la lucha contra la enfermedad causada por Brucella melitensis
han sido notorios en los paises desarrollados, quedan aun grandes lagunas en el
conocimiento de esta patologia entre las que destacariamos algunas.

El especial modo en que las Brucelas penetran y parasitan el interior celular es
objeto de numerosos proyectos de investigacion en todo el mundo. Son trabajos desligados
del mundo estrictamente veterinario puesto que consideran esta infeccién como modelo



para dilucidar la dinamica parasito-hospedador de las infecciones intracelulares en general,
estudiando los mecanismos de virulencia y patogenicidad desarrollados por el germen, y
los de defensa por el hospedador. El conocimiento de las estrategias de supervivencia de
Brucella permitira por tanto combatir otras enfermedades humanas y animales.

El desarrollo de nuevas vacunas para el ganado ovino y caprino es premisa
indispensable para poder extender los programas de control y erradicacion a extensas
areas del planeta, que aun estando muy afectadas no disponen de los recursos necesarios
para aplicar el esquema clasico en Europa de diagnéstico y sacrificio. Seria necesario
ademas lograr una clara discriminacion entre anticuerpos vacunales y los propios de la
infeccién, que permitiera una certera clasificacion de rebafos que aun estando libres de
la enfermedad manifiestan ocaionalmente serologia positiva. Estos rebafos de muy baja
seroprevalencia son motivo de desanimo en los ganaderos y un peligro potencial evidente
al inducir conductas de relajacioén en la vigilancia epidemioldgica.

Desde el punto de vista estrictamente veterinario es inaplazable la amplia validacion de
las técnicas diagndsticas disponibles y las de nuevo desarrollo. En este sentido debemos
sefalar la necesidad de contrastar la informacion obtenida a partir de los disefios experimentales
con los resultados obtenidos a partir de la infeccion natural. La compleja patogeniay epidemiologia
de esta enfermedad hacen que los estrictos controles propios de una infeccion de laboratorio
limiten el amplisimo margen de posibilidades expresadas en la infeccién natural.

Por ultimo, en el contexto de las campafas de saneamiento nos parece
imprescindible mencionar la necesidad de incorporar de manera decidida herramientas
que puedan complementar a la serologia: la investigacion epidemiolégica y el diagnostico
directo, basado en los métodos bacterioldgicos, y esperemos que pronto basado también
en aquellos métodos emergentes de la gendmica.
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