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RESUMEN

La brucelosis una enfermedad infecto contagiosa, zoonética causada por bacterias
del género Brucella. Es un ejemplo de la falta de interaccion de los sectores de salud
de las ramas publica y veterinaria. Este articulo revisa las generalidades de esta
enfermedad y sus antecedentes, asi como la estructura celular bacteriana, la
fisiopatologia y las vias de contagio.

Es importante que el sector salud tenga presente la importancia de esta
enfermedad, para que los médicos puedan recibir capacitacion sobre su prevencion,
diagnéstico y tratamiento. Con estas medidas se podran realizar diagnosticos
oportunos y diseflar campafas para la adecuada aplicacion de medidas
preventivas, lo que podria redituar en la disminucion de los casos reportados de
este padecimiento.

PALABRAS CLAVE: Brucella, Zoonosis, Prevalencia, Erradicacion, Bioseguridad.
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INTRODUCCION

México esta ubicado en una de las regiones del mundo con mayor prevalencia de
brucelosis bovina!, al nivel nacional, la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(SADER), a traves de la Direccion de Salud Animal conduce la campafa nacional

de prevencion y control de brucella'.

México es uno de los principales paises ganaderos de América Latina; es también
uno en los que la brucelosis sigue siendo un gran problema zoosanitario; la amplia
diseminacion de la enfermedad en bovinos, caprinos y muy probablemente en
porcinos ha dificultado grandemente la eficacia de medidas preventivas y de control

establecidos desde hace algunas décadas.'

La brucelosis es una enfermedad contagiosa, principalmente del ganado rumiante
y la fauna silvestre, que tiene consecuencias importantes en la salud publica y
animal y en el comercio internacional. La infeccién es causada por bacterias del
género Brucella, las principales en la region a estudiar son: (B. abortus, B. melitensis
y B. Suis)
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Siendo estas las que plantean graves problema al ganado, los seres humanos vy la
fauna silvestre. En el ganado, las manifestaciones mas importantes de la infeccién
son el aborto, la mortinatalidad y el nacimiento de crias débiles. Muchos animales

infectados son asintomaticos pero puede excretar el organismo.

La brucelosis se mantiene en el reservorio animal pero puede trasmitirse a los seres
humanos como consecuencia de factores de riesgo y caracteristicas de
comportamiento, transmitiéndose por contacto directo con el ganado,
particularmente por contacto con tejidos y liquidos del parto, o ingestion de leche o
productos lacteos no pasteurizados. Sin embargo, no se transmite de los seres
humanos al ganado. Por consiguiente, la eliminacién de la enfermedad en los seres
humanos no es posible sino mediante intervenciones orientadas estrictamente a los
reservorios animales. Pese a los adelantos en materia de vigilancia y control, la
prevalencia de la brucelosis va en aumento en muchos paises en desarrollo debido

a factores sanitarios, socioeconémicos y politicos".

La B. abortus se encuentra en todas las regiones ganaderas del mundo, salvo en
los paises en que se ha erradicado, la mayoria de los paises ha intentado, con
mayor 0 menor éxito, combatir la brucelosis; como consecuencia, la distribucién
mundial de la enfermedad ha experimentado cambios a lo largo del tiempo.
Actualmente, varios paises desarrollados (como Australia, Canadéa, Japén, Nueva
Zelanda y paises de Europa septentrional y central) han erradicado o reducido
considerablemente la prevalencia de las infecciones por B. abortus, sin embargo,
con la excepcién de algunos paises de Europa occidental, muy pocos han logrado
erradicar las infecciones por B. melitensis, que suelen asociarse a enfermedades
humanas mas graves que las infecciones por B. abortus. En todo el mundo se han
previsto o se han puesto en marcha programas de control, que adoptan diferentes
enfoques y se centran en diferentes prioridades, en esta monografia se veran los
puntos criticos en los establos lecheros, para idear una estrategia de bioseguridad
y asi poder acercarnos a la erradicacién de la brucella (B. abortus) en la comarca

lagunera.



1 OBJETIVO GENERAL.

Crear un protocolo de bioseguridad para lograr la erradicacion de brucella abortus

en la region lagunera

2.- REVISION DE LITERATURA

2.1 SINONIMIA

<

Fiebre ondulante
Fiebre recurrente
Fiebre melitensis
Fiebre Melitococica
Fiebre de Malta
Fiebre de Traum
Fiebre del Rio Grande
Fiebre caprina
Fiebre de Chipre
Enfermedad de Bang
Fiebre de Gibraltar

Fiebre sudoralis
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Fiebre del Mediterraneo



2.2 HISTORIA DE LA BRUCELOSIS

Durante la guerra de Crimea (1854-1856) se sospechd de una nueva infeccion, pues
se observaron numerosos casos con fiebres prolongadas, los cuales se extendieron
a los paises del Mediterrdneo, en particular a la isla de Malta. Tres afios después,
Marston hizo cuidadosos estudios clinicos y autopsias en los individuos con tales
sintomas, detall6 la enfermedad segun aparecio en la isla y confirmé la presencia

del padecimiento en otras zonas.v

En 1886, el médico inglés David Bruce aislo e identifico la cepa de Brucella
melitensis a partir del bazo de un militar, la primera especie conocida del género.
También demostré el alto grado de capacidad del microorganismo para producir la

enfermedad y su diseminacion a los diferentes érganos en un individuo infectado.V!

La enfermedad en el ganado bovino fue percibida desde mediados del siglo XVIIl,
en 1864, Jenning senald que el aborto ocurria “por simpatia”, ya que si una vaca
preflada observaba abortar a otra, lo hacia también a los pocos dias 0 semanas,
por lo que recomendod el aislamiento de la vaca afectada. En 1895, en Dinamarca,
Bang y Stribolt describieron también cuadros de brucelosis, ratificando que era el
aborto su principal signo. Se supuso que el toro distribuia la enfermedad entre las
hembras, y también la leche de vaca debido a la identificacion de Micrococcus
abortus, o bacilo de Bang, que hoy se conoce con el nombre de Brucella abortus,
agente que ocasionaba la enfermedad en los humanos, lo que se confirmd mediante

estudios epidemioldgicos posteriores.Vi

En 1904 se nombr6 una comision inglesa presidida por el doctor David Bruce (1855-
1931) para revisar la enfermedad, la que toma su nombre de aquel. Un afio mas
tarde, el doctor Zammit, miembro de la comision, encontré reacciones positivas en
casi la mitad de las cabras de Malta y que un nimero muy importante de ellas
secretaba los organismos infecciosos a través de la leche. Este descubrimiento
relaciond por primera vez la infeccion humana con la leche cruda de cabra, por lo
que se prohibié su consumo y se redujo por consiguiente el nimero de personas

enfermas y el nimero de muertes.Vii



A principios del siglo XX, la incidencia de brucelosis en los humanos aumenté en
las zonas mediterraneas, y después la infeccion se difundié a los paises europeos
y sudafricanos. Pero el mayor conocimiento de la enfermedad y el desarrollo de los
recursos de laboratorio dieron lugar a que se identificaran con mayor seguridad los
casos. En 1909, en el sur de Francia se estudio la coincidencia entre una epidemia
humana y los casos de abortos caprinos, al igual que en Rusia, donde también las
infecciones de brucelosis eran mas frecuentes cuando las borregas y las cabras
abortaban. En 1910, los doctores Dalrymple-Champneys y Oxson dieron a conocer
que la brucelosis habia llegado a limites que comprendian, al norte, el litoral

mediterraneo desde Espafa a Turquia; al este, de Beirut a Jerusalén, y al sur, Tinez

y Egipto.X

En Estados Unidos el “aborto contagioso” era ampliamente conocido, pues se cree
gue la brucelosis habia llegado muchos afios antes a Texas y Nuevo México; sin
embargo, los primeros casos se demostraron hasta 1905, lograndose también
identificar al bacilo de Bang en la leche de vacas en apariencia sanas. Los doctores
Mohler y Traum aislaron en 1914 el Micrococcus suis de cerdos prematuros y
también de las amigdalas de nifios que se alimentaban con leche crudaX. Alice
Evans, presidenta del Comité Interamericano de Brucelosis, estudioé las bacterias
de la leche y relaciond al bacilo de Bang con el Micrococcus melitensis. En 1920,
las tres especies de bacterias descritas recibieron el nombre genérico

de Brucella en honor al doctor David Bruce. X

En 1956, Buddle aisl6 del carnero la especie Brucella ovis, asociandola con algunos
abortos en las ovejas; Stoenner y Lackman, en 1957, hicieron lo mismo con Brucella
neotomae, especie que aloja el ratén del desierto, y finalmente Carmichael, en 1967,
aislé e identific6 como Brucella canis al agente del aborto contagioso en los

caninosXi,

La predominancia de casos producidos por Brucella abortus fue notable en las
poblaciones pequefas y en las zonas rurales y pronto se diseminé a Canada y a
Alaska. Grhenfeld y Butts, en 1934, consideraron que el contacto con las vacas era

la principal fuente de infeccion para los humanos. Aunque Meyer y sus



colaboradores confirmaron los casos de brucelosis caprina, el contagio en humanos

fue raro porque ahi se empleaba muy poco la leche de las cabras.Xi

Se dice que, durante la conquista, la enfermedad se extendié a América Latina con
las primeras cabras, pero hasta 1912 en Per( se notaron los primeros casos en
humanos, y diez afios después Morales Otero refiri6 abortos en el ganado bovino.
En Argentina, D’Alessandro informé la aparicion de la brucelosis bovina en 1930,
Miravent reportd el hallazgo en humanos infectados y Fernandez Ithurrat

obtuvo Brucella melitensis de algunas cabras. XV

2.3 Desarrollo y extension en México

En 1921, el Doctor Manuel Vergara plante6 el problema de la existencia de la
enfermedad en el estado de Puebla, pero no se confirm6 hasta que Placeres, en
1923, logra la identificacion de Micrococcus melitensis, aislada originalmente en dos

de los cinco casos clinicos descritos previamente por Vergara.xV

El primer laboratorio especializado en brucelosis fue fundado en 1937 por el doctor
Ruiz Castafieda, quien encamind sus esfuerzos al conocimiento clinico. Debido al
nimero de casos, la comunidad médica organizé el primer Congreso Nacional de la
Brucelosis, acto que el siguiente afio se realizd en Guadalajara, donde se dieron a
conocer nuevas técnicas de laboratorio. Esto hizo que mas casos humanos se
lograran diagnosticar, y en el tercer Congreso, realizado en Guanajuato, se

recopilaron datos del incremento de casos.*V

Ante la preocupacién de conocer la magnitud real y la distribucion de la enfermedad,
asi como otros aspectos epidemioldgicos que orientaran la seleccion y el control,
fue como surgieron los primeros estudios serolégicos encaminados a determinar la
frecuencia de individuos positivos en diversas zonas del pais, como lo muestran los
trabajos de Bustamante y Varela*Vi que, en 1943, para el Valle de Usumacinta,
notificaron una seropositividad de 3.65 por ciento, con fluctuaciones entre 5y 19.23
por ciento relacionada con una zona donde soélo existia la cria de cerdos. Afios mas

tarde, Tovar estudio 37 000 sueros de braceros provenientes de 17 estados; la



positividad general apreciada fue de 2.7 por ciento. Ese mismo afio, Leén y
colaboradores?®® estudiaron los sueros de 1 156 personas supuestamente sanas de
la Ciudad de México y encontraron 9.3 por ciento de reaccionantes*Vii, En 1963,
Ledn y Ledn comunicaron los resultados obtenidos al estudiar 4 181 individuos
pertenecientes a siete localidades del centro del pais y una de Sonora. La
seropositividad promedio fue de 4.5 por ciento, con valores maximos de 23.6 por

ciento para Mesillas, Zacatecas y de cero para Tecupeto, Sonora.x*

Entre los estudios mas recientes dados entre 1974-1975 se cuentan los de Onofre
Mufioz y colaboradores , que realizaron en el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) una encuesta seroepidemiolédgica en localidades urbanas del pais, para lo
cual emplearon la reaccion de fijacién en superficie. Sus resultados mostraron una
distribucion general del padecimiento con tres zonas de mayor prevalencia: la del
Golfo de México, con 3.6 por ciento; la del noreste, con 2.6, y la del norte, con 2.4,
con una media para el pais de 1.6 por ciento**. Para 1976, Herrera y Santacruz, del
IMSS, emprendieron una investigacién con el mismo método empleado por Mufioz
en habitantes de 30 comunidades rurales de la region ixtlera, que comprende parte
de los estados de Coahuila, Nuevo Ledn, San Luis Potosi y Zacatecas, localizada
en la zona de mayor notificacion de casos de brucelosis humana. De 4 697 sueros

analizados, 884 resultaron positivos, con una frecuencia relativa de 18.6 por ciento.

XXi

En 1996 se publico en el Diario Oficial de la Federacion la Norma Oficial Mexicana
041, en la cual se establecen los procedimientos de la Campafia Nacional contra la
Brucelosis en los animales. A pesar de los esfuerzos, solo el norte de Sonora se
encuentra libre de la enfermedad desde 1994; en fase de erradicacion estan
Yucatan (2002) y el sur de Sonora (2003); el resto de los estados se encuentra en

fase de control. xxi

En el territorio nacional, la mayor incidencia de brucelosis bovina se observa en el
ganado estabulado y en areas de alta densidad animal, como son las zonas centro,

sureste y costeras. La brucelosis caprina tiene una distribucion mas amplia; se le



puede encontrar en todo el territorio nacional. La mayor frecuencia se registra en
aguellas entidades con gran concentracion de cabras: Coahuila, Chihuahua, Nuevo
Ledn, Tamaulipas, Guanajuato, Michoacan, Estado de México, Querétaro y San

Luis Potosi.xxii

Los esfuerzos encaminados para erradicar la brucelosis en animales consisten en
minimizar o suprimir la incidencia de brucelosis humana. Es necesario dar a conocer
la enfermedad, la forma de identificarla, la vacunacion y eliminar los animales
infectados. Llevar a cabo de manera permanente estas medidas permitira controlar
y erradicar la brucelosis en los animales, tras de lo cual habrd mayores
oportunidades para las exportaciones e intercambios con los estados que poseen

un mejor estatus sanitario

En México la industria lechera es la tercera actividad mas importante dentro de la
rama de alimentos; al cierre de 2018, la produccién acumulada de leche de bovino
alcanzé 12 mil 008 millones de litros, es decir 2.0% mas que en 2017 y la
elaboracién de derivados y fermentos lacteos como quesos, cremay yogurt, alcanzé
un volumen de un millén 150 mil toneladas, con un valor de 52 mil 104 millones de
pesos*\v,

Es por eso que la leche como alimento debe ser inocuo y proveniente de vacas
sanas para no ser promotor de enfermedades, tal como la que estamos estudiando,

la brucella.



Produccion nacional de leche de bovino
(Mmiles de litros)

10,880,870 10,965,632 1,129,622 1,394,663 11,608,400 11,767,556 12,008,239

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 p/

Cifras preliminares a diciembre de 2018

Fuente: SIAP

llustracién 2 Producciéon Nacional de leche de bovino

2.4 GENERALIDADES DE LABRUCELLA

Brucelosis, enfermedad causada por la bacteria intracelular facultativa Brucella
abortus, es una zoonosis ampliamente distribuida a nivel mundial que afecta
principalmente al ganado bovino, La mayoria de las especies de Brucella pueden
infectar a animales distintos de sus huéspedes, cuando estan en contacto cercano.
Las especies B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. canis y las de mamiferos marinos

son patdégenas en humanos. **V

El género Brucella esta constituido por bacilos gram negativos pequefios, 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*Vi Tienen un metabolismo



oxidativo, basado en la utilizacién 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 azlcares. Vi

En base al aspecto de las colonias obtenidas en medio soélido, las diferentes
especies de Brucella 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*¥ii [as 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) (5), aunque presenta ciertas

diferencias en las caracteristicas de su membrana externa.xxx

*Colonias lisas (S) Ag O +:
B. abortus, B. melitensis, B. suis

*Colonias rugosas (R) Ag O -:
B. ovis y B. canis.

llustracion 3 Clasificacion de especies Brucella.



El ingreso de Brucella en el organismo induce la activacion de los mecanismos de
defensa que se inician con la participacion de algunos componentes de la inmunidad
innata, como el complemento, los neutrofilos y los macrofagos. La activacién del
complemento por las via clasica y alterna juega un rol muy importante en la
resistencia contra bacterias gram negativas. Existen controversias en cuanto a la
capacidad que posee el LPS de Brucella de activar la via alterna del
complemento, > sin embargo, la activacién de la via clasica puede iniciarse con la
presencia de bajas concentraciones de IgM e IgG anti-LPS, lograndose de esta
forma la lisis bacteriana. > Los neutréfilos son las primeras células del huésped que
se ponen en contacto con Brucella. La opsonizacion de las bacterias por anticuerpos
y complemento facilita su fagocitosis. Como ya se ha mencionado, Brucella es
capaz de sobrevivir y multiplicarse dentro de los neutréfilos durante el curso de la
infeccion y de esta forma ser transportada a los tejidos linfoides. Para que se
produzca la muerte de las bacterias intracelulares es necesaria la desgranulacion
de los granulos de los neutréfilos, con la consiguiente liberacion de mieloperoxidasa.
Se ha demostrado que Brucella posee mecanismos que inhiben esta
desgranulacién y evitan asi su destruccion. Los neutréfilos de las distintas especies

animales reaccionan en forma diferente ante Brucella.x*xi

2.5 CUADROCLINICO

La brucella abortus causa abortos en bovinos gestantes en la segunda mitad de la
gestacion (alrededor de 7 meses). La bacteria entra por via de las membranas
mucuosas Yy pueden invadir ubre, ganglios linfaticos y uUtero. Cuando se sitla en
Utero, causa placentitis aguda provocando aborto o mortinatos luego d 2 a 5

semanas después de la infeccion.

Uno de los signos mas comunes en el aborto es la placenta con los cotiledones
afectados que pueden variar de normales a necréticos, es decir, rojos — amarillos a
negros, la zona intercoledonaria estd focalmente engrosada con un aspecto

himedo y similar al “cuero”. i



2.6 MECANISMO DE TRANSMISION

El ingreso de Brucella en el organismo induce la activacion de los mecanismos de
defensa que se inician con la participacion de algunos componentes de la inmunidad
innata, como el complemento (C), los neutrofilos y los macréfagos. La activacién del
C por las via clasica y alterna juega un rol muy importante en la resistencia contra
bacterias gram negativas. Existen controversias en cuanto a la capacidad que posee
el LPS de Brucella de activar la via alterna del C**V, sin embargo, la activacion de
la via clasica puede iniciarse con la presencia de bajas concentraciones de IgM e
IgG anti-LPS, lograndose de esta forma la lisis bacteriana. Los neutréfilos son las
primeras células del huésped que se ponen en contacto con Brucella. La
opsonizacion de las bacterias por anticuerpos y complemento facilita su fagocitosis.
Como ya se ha mencionado, Brucella es capaz de sobrevivir y multiplicarse dentro
de los neutrofilos durante el curso de la infeccion y de esta forma ser transportada
alos tejidos linfoides. Para que se produzca la muerte de las bacterias intracelulares
es necesaria la desgranulacion de los granulos de los neutrofilos, con la
consiguiente liberacién de mieloperoxidasa. Se ha demostrado que Brucella posee

mecanismos que inhiben esta desgranulacion y evitan asi su destruccion.

Los neutréfilos de las distintas especies animales reaccionan en forma diferente
ante Brucella. Asi, los neutréfilos de los cobayos no son capaces de destruir las
cepas lisas, mientras que la actividad bactericida de los neutréfilos bovinos frente a
estas cepas es mayor que la de los neutréfilos humanos, no registrandose

diferencias entre los dos Ultimos frente a las cepas rugosas.

Otras células que reaccionan ante la presencia de Brucella son los macrofagos. El
ingreso de la bacteria a los mismos se produce a través de la interaccion entre la
molécula CD14 y el LPS. Esta interaccion induce también la produccion de IL-12
que estimula las células NK y los linfocitos T colaboradores o helper (LTH) CD4+,
que secretan IFN-y, favoreciendo el desarrollo de una respuesta inmune
predominantemente mediada por LTH1. Este subgrupo de linfocitos T estimula
fundamentalmente la respuesta de tipo celular y participa en forma directa en la

proteccion contra microorganismos intracelulares, ya que su amplio patréon de



citoquinas incluye IL 2, 3, 6, 12, TNF-a y sobre todo IFN-y, esencial para la
activacion de macrofagos. Una vez fagocitada la bacteria, los macrofagos poseen
la capacidad de destruirla inmediatamente, pero del mismo modo que ha sido
descripto para los neutréfilos, Brucella es capaz de inhibir estos mecanismos de
destruccion. El hierro presente en los macroéfagos tiene un papel preponderante en
la eliminacién de los microorganismos ya que cataliza una reaccién metabdlica
destinada a incrementar la produccion de intermediarios reactivos del oxigeno,
fundamentales en la eliminacién de patégenos intracelulares. Los linfocitos también
son impactados por distintos antigenos de Brucella. Las proteinas de las bacterias
son procesadas dentro de la célula presentadora de antigenos y sus péptidos
asociados a moléculas CMH clase 1y Il son presentados a los LTH CD4+ vy LT
citotoxicos (LTC) CD8+. Estos Ultimos son capaces de lisar macrofagos y otras
células infectadas con Brucella. ElI LPS es considerado un antigeno T
independiente, capaz de activar a los linfocitos B (LB) sin la participacion de los
LTH. Los primeros anticuerpos que se generan en el curso de una infeccion son de
clase IgM, seguidos de IgG e IgA, dependiendo de la especie animal. Pueden
aparecer, dentro de la clase IgG, anticuerpos bloqueantes o no aglutinantes,
también llamados asimétricos, en especial en infecciones crénicas, donde suelen
alcanzar titulos elevados. Estos anticuerpos se diferencian de los anticuerpos
completos en ciertas propiedades tanto in vitro como in vivo como, entre otras, la
incapacidad de activar complemento por cualquiera de las vias o dar adecuadas
reacciones de aglutinacion.Para clarificar el rol de los anticuerpos que se originan
durante la infeccion se han realizado numerosos ensayos experimentales en
ratones, demostrandose que anticuerpos anti LPS inyectados en forma pasiva han

logrado protegerlos contra infecciones posteriores.xxv

Por su parte, estudios efectuados en bovinos han demostrado que una elevada
concentraciéon de IgG durante una infeccién activa resulta perjudicial ya que inhibe
la lisis complemento dependiente, promueve la fagocitosis de los microorganismos
e incrementa la localizacion intracelular y la diseminacion hacia los distintos tejidos.
La participacion de las citoquinas en el control de la brucelosis ha sido investigada

mediante la inyeccion de citoquinas recombinantes o la inhibicion de su actividad



con anticuerpos monoclonales especfficos. La IL-1, IL-12, y el TNF-a participan en
las etapas tempranas de la infeccion. El IFN-y es una de las citoquinas mas
importantes en la resistencia contra la infeccion. El TNF-a parece contribuir a la
formacion de los granulomas que se observan en los tejidos infectados. Se ha
detectado tanto en Dbrucelosis humana como en ratones infectados
experimentalmente un incremento en la produccion de IL-6, aunque su rol no esta

completamente definido *xVi

2.7 SOBREVIVENCIA

La Brucella puede propagarse en fomites, como los alimentos y el agua. En
condiciones de humedad alta, temperaturas bajas y de poca luz solar, estos
organismos pueden permanecer viables durante varios meses en el agua, fetos
abortados, estiércol, lana, heno, materiales de trabajo e incluso la ropa*Vi, La
Brucella puede resistirla desecacion, en particular cuando existe material organico
y puede sobrevivir en el polvo y el suelo. La supervivencia es mas prolongada
cuando la temperatura es baja, especialmente cuando esta por debajo del punto de

congelacion, algunas especiesde Brucella podrian usarse en ataques bioterroristas.
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llustracion 4 FORMAS DE TRANSMISION

(FETOS, SECUNDINAS Y SECRECIONES VAGINALES) /

Via de infeccion

Puerta de entrada

Fuente de infeccion

Poblacion de riesgo

oral

por contacto

respiratoria

parenteral

mucosa digestiva

piel erosionada,
conjuntiva, mucosa
nasal

mucosa nasal

inoculacion accidental,
transfusiones

leche cruda, derivados lacteos

productos animales contaminados:

placenta, heces, secreciones
vaginales

aerosoles en laboratorios con
muestras contaminadas, vacunas
vivas, aerosoles en establos, lanas

vacunas vivas, material biologico
contaminado

poblacion en general

trabajadores en contacto con
animales infectados o sus
productos (veterinarios, matarifes,
cuidadores),personal de
laboratorio

personal de laboratorio,
trabajadores de la lana,
personal de limpieza de los
establos.

personal de laboratorio,
veterinarios, poblacion en general.

llustracion 5 VIAS DE TRANSMISION




2.8 SITUACION EPIDEMIOLOGICA

Las especies de Brucella varian en su distribucién geogréafica. B. abortus se
encuentra en todo el mundo, en las regiones ganaderas con excepcion de Japon,
Canada, algunos paises europeos, Australia, Nueva Zelanda e Israel, donde ha sido
erradicada. La erradicacion de los rodeos domésticos es casi completa en EE. UU.
B. abortus permanece en huéspedes de la fauna silvestre en algunas regiones,

como el Area Mayor de Yellowstone de América del Norte.

Sin embargo, en algunos paises en desarrollo estos programas de control no
siempre se aplican basandose en una estrategia epidemiolégicamente adecuada,
ni se planifican y sostienen teniendo en cuenta un tiempo suficientemente largo para
lograr sus objetivos iniciales. Para ayudar a los paises miembros a poner en marcha,
corregir y aplicar programas de lucha contra la brucelosis con el fin de controlar y

erradicar la enfermedad en los seres humanos y los animales.

Un dato interesante es que en 1954 militares estadounidenses emplearon la
especie B. suis como arma bioldgica. Afortunadamente los cambios en la politica
mundial hicieron que esta practica se abandonara después de la convencién sobre

armas bioldgicas y téxicas en 1972>xVi

2.9 PATOGENIA

Las especies de Brucella son patdgenas intracelulares facultativas, propiedad que
las mantiene protegidas de la accion de los antibidticos, y de los mecanismos
efectores dependientes de anticuerpos; esto justifica la naturaleza crénica de la
infeccidn ya que son capaces de adherirse, penetrar y multiplicarse en una gran
variedad de células eucariotas tanto fagociticas como no fagociticas. Cuando estas
bacterias ingresan al organismo pueden ser fagocitadas por los polimorfonucleares
(PMN) y macrofagos como parte de la inmunidad innata. Sino son eliminadas llegan
por via linfatica a los ganglios regionales correspondientes pudiendo desde alli
invadir el torrente sanguineo, donde son fagocitadas por los PMN y macréfagos
circulantes y transportadas, de esta manera, a los diversos 6rganos donde pueden
sobrevivir y multiplicarse dentro de las vacuolas de los fagocitos circulantes y

tisulares®**X, | os mecanismos de ingreso de la bacteria a estas células no estan



suficientemente aclarados aunque se presume que el LPS y las proteinas de la
membrana externa podrian participar en los mismos, mediante receptores tipo
manosa o integrinas, respectivamente. Las células de la placenta son ricas en
receptores de manosa*' y en un factor de crecimiento conocido como eritritol,
presente en tejidos placentarios animales, lo que explica la avidez de Brucella por
los mismos*i. La supervivencia de Brucella dentro de las células se ha asociado con
la sintesis de enzimas antioxidanteXi y a la produccién de GMP (guanosina
5'monofosfato) y adenina, que inhiben la fusion fagosoma-lisosoma, la
desgranulacion, la activacion del sistema mieloperoxidasa-haluro y la produccion
del TNF-olii, El cuadro clinico y la evolucion de la infeccién varian en funcion de la
especie animal afectada. En los mamiferos rumiantes y en el ganado porcino la
manifestacion clinica es el aborto. En el hombre presenta una gran tendencia a la
cronicidad y se caracteriza por fiebre y localizacién de las bacterias en distintos

tejidos (articulaciones, hueso, endocardio, sistema nervioso)

llustracion 6 PATOGENIA B. ABORTUS
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llustracion 7 TRANSITO INTRACELULCAR DE B. ABORTUS

3.- PROCEDIMIENTO DE LABORATORIO

3.1 METODOS DIRECTOS:

Se basan en evidenciar la presencia de la bacteria o de sus componentes en los
tejidos de los animales o del hombre. El diagnéstico definitivo requiere el aislamiento

de la bacteria, frecuentemente a partir de hemocultivos.

La técnica mas utilizada para realizarlos es la de Ruiz Castafieda, que consiste en

la inoculacion de sangre en frascos herméticamente cerrados que contienen,



simultineamente, un medio liquido (caldo triptosa) y un medio sélido (agar triptosa).
Los cultivos deben mantenerse en incubacién un tiempo no menor a 30 dias debido
aque las bacterias del género Brucella son de crecimiento lento. En los Ultimos afios
se han desarrollado sistemas de hemocultivo automaticos o semiautomaticos entre
los que se destaca el Bactec, que permite detectar mas del 95% de los cultivos
positivos antes del séptimo dia de incubaciéon. A medida que progresa la
enfermedad disminuye la probabilidad de positividad de los hemocultivos, por lo que

se hace necesario el aislamiento a partir de ganglios linfaticos, higado o bazo.xv

Para estudiar la presencia de antigenos de Brucella en distintos tejidos pueden

emplearse los métodos:

e ELISA
e Inmunofluorescencia directa
e Hemaglutinacion reversa

e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

3.2 METODOS INDIRECTOS:

Las dificultades propias de la implementacién del aislamiento de Brucella a partir de
los distintos tejidos hacen que los métodos indirectos sean el recurso diagndstico
mas utilizado. Existen numerosas pruebas que estan destinadas a detectar no sélo
el mayor nimero de individuos infectados sino al mismo tiempo diferenciar entre

infectados y vacunados, asi como detectar las reacciones cruzadas.

La mayoria de las pruebas de laboratorio utilizan como antigenos suspensiones de
Brucella en fase S o0 R, segun la cepa bacteriana. Las cepas recomendadas por los
organismos internacionales en la elaboracion de los mismos son B. abortus 1119-3
0 99S. Estos antigenos permiten detectar anticuerpos anti B abortus, suis y
melitensis, mientras que para anticuerpos anti B. canis y B. ovis se necesitan

antigenos especificos de especie.



Dentro de las pruebas serolégicas utilizadas en el diagnostico se encuentran:

A. Aglutinacion lenta en tubo de Wright (SAT): es la mas antigua (1897)y la mas

utiizada audn para el diagnéstico de brucelosis animal y humana. Bases

metodoldgicas: se realizan diluciones crecientes del suero a investigar que

se enfrentan con cantidades constantes de antigeno observandose la

presencia o no de aglutinacion luego de un periodo de incubacion. De esa

forma se determina el titulo como la maxima dilucién aglutinante. Antigeno:

suspension de B. abortus 1119-3 al 4,5%. Anticuerpos: IgM, IgG1 e IgG2.

Titulo significativo: no existe consenso en cuanto al titulo que indica una

infeccion activa, por lo que debe establecerse regionalmente.

B. Prueba de aglutinacién cony sin 2-mercaptuetanol (2- ME): es una variante

de la anterior que emplea el tratamiento previo con 2-ME como agente

reductor que inactiva los anticuerpos de clase IgM. Bases metodolégicas: se

realizan simultineamente las pruebas de aglutinacion en tubo con y sin

tratamiento del suero con 2-ME. La diferencia de titulo obtenida entre ambas

pruebas corresponde a los anticuerpos IgM. Antigeno: suspension de B.

abortus 1119-3 al 4,5%. Anticuerpos: IgG e IgM. Titulo significativo: mayor

de 1:20.

C. Reaccién de Huddleson: es una reaccion de aglutinacion rapida en placa.

Bases metodologicas: se enfrentan cantidades decrecientes del suero a

investigar con cantidades constantes de antigeno y se observa la presencia

o no de aglutinacion. Existe una escala de titulos, establecida por

convencion, que permite la expresion de resultados. Antigeno: suspension

de B. abortus al 3-10% de gérmenes en fenol, con verde brillante y cristal

violeta. Anticuerpos: IgM, IgG1, IgG2 e IgA. Titulo significativo: mayor de

1:40. En ocasiones se observa el fenbmeno de prozona, donde puede estar

ausente la aglutinacion en los titulos mas altos a causa de un exceso de

anticuerpos. Este hecho debe tenerse en cuenta para evitar falsos resultados

negativos por esa causa.



D. Prueba de Rosa de Bengala: es una prueba rapida en placa utilizada como
tamiz. Bases metodoldgicas: se pone en contacto una alicuota del suero
(30uL) con 30uL de antigeno y se observa la presencia de aglutinaciones.
Antigeno: suspensiones de B. Abortus al 8,5%, ajustadas a pH acido, con el
agregado del colorante Rosa de Bengala. Anticuerpos: IgM e IgGl. Se

informa como positiva 0 negativa.

Rosa de Bengala

l &
bacilos

determinantes
antigénicos

i anticuerpo

)2

(1)B. Garin-Bastuji, AFSSA, Maisons-Alfort Photoheque Afssa; (1;3) CIZ, 2012

Sensibilidad: 94 % - Especificidad: 100 %

llustracion 8 PRUEBA ROSA DE BENGALA

E. Antigeno Tamponado en Placa (BPA): es otra de las pruebas tamices que
se realiza en placa. Bases metodoldgicas: se ponen en contacto 80 pL de
suero con 30 uL de antigeno y se observa la presencia de aglutinacion.
Antigeno: suspension de B. abortus al 11% con cristal violeta y verde
brillante. Anticuerpos: IgM e IgG1. Se informa como positiva o negativa segin
el resultado de la aglutinacion.

F. Prueba de Coombs: es una prueba de aglutinacion en tubo que permite

detectar tanto anticuerpos completos como incompletos. Bases



metodoldgicas: se realizan diluciones seriadas del suero a investigar, que se
incuban con una suspension antigénica de B. abortus para que se produzca
la aglutinacibn mediada por los anticuerpos completos. Las suspensiones
correspondientes a las diluciones mayores se lavan adecuadamente y se
agrega suero antiespecie (Coombs) para detectar de esta forma la
aglutinacion mediada por los anticuerpos incompletos. Antigeno: suspensidon
de B. abortus 1119-3 al 4,5%. Anticuerpos: aglutinantes y no aglutinantes de
la clase IgG. Titulo significativo: el titulo obtenido es, como minimo el de la
aglutinacion de la primera etapa y frecuentemente mucho mas elevado. Este
incremento es tanto mayor cuanto mayor es la concentracion de anticuerpos

no aglutinantes o incompletos.

. Fijacion de complemento: es una prueba altamente especffica y es la prueba
de referencia internacional. Bases metodoldgicas: en la primera etapa de la
reaccion se incuban diluciones del suero inactivado con el antigeno y el
complemento. En la segunda etapa se agrega el sistema hemolitico y se
compara la hemdlisis con los estandares correspondientes a 0, 25, 50, 75y
100% de lisis. Antigeno: puede utilizarse una dilucién 1:200 del antigeno
empleado en la reaccion de Huddleson, o un antigeno soluble denominado
HS que se prepara a partir de una suspension bacteriana tratada con solucion

salina caliente. Anticuerpos: IgG1. Titulo significativo: mayor de 1:20 .

. Inmunofluorescencia indirecta: es una prueba de interaccion primaria. Bases
metodoldgicas: se incuban diluciones crecientes del suero a investigar sobre
una impronta de Brucella. Se agrega luego el anticuerpo anti-especie
marcado con una sustancia fluorescente y se observa en un microscopio de
fluorescencia, determinandose el titulo. Antigeno: suspension de bacterias
fijladas a un portaobjeto. Anticuerpos: aglutinantes y no aglutinantes. Titulo
significativo: mayor de 1:80. El diagndstico se puede establecer mediante
serologia materna combinada con los anticuerpos fluorescentes de la

placenta y el feto, o el aislamiento de la B. Abortus de la placenta, desecho



(feto, descarga uterina)*¥ o bien mediante la prueba de inmunoflorescencia
polarizada (PFP O FPA, por sus siglas en ingles), ésta es una innovaciéon
tecnoldgica y como mecanismo se inicia con las muestras a probar deben
medirse inicialmente para obtener la lectura basal de autoflourescencia,
posteriormente el antigeno conjugado con isotiocianato de fluoresceinaes
adicionado ala muestra y se deja que el antigeno y anticuerpo interactua en,
después se vuelve a medir. Si hay anticuerpos especificos contra Brucella
abortus, entonces el resultado sera una lectura elevada. Esta prueba tiene
una sensibilidad del 99.6% y especificidad de 99%, las cuales fueron
obtenidas con muestras donde se tenia el aislamiento de Brucella abortus
(aun no aprobada como prueba oficial, pero en mi testimonio puedo decir que
es mucho mas precisa y facil al manejo), presenta una alta sensibilidad,
especificidad y seguridad en los resultados, alun en zonas con vacunacién*Vi,
Esta técnica puede realizarse en sangre entera y leche. Bases
metodologicas: los anticuerpos al unirse al antigeno cambian la velocidad de
rotacion de la molécula. Si se hace incidir un haz de luz fluorescente
polarizada, el angulo de difraccion cambia en funcién del anticuerpo unido.
Este cambio es medido por un detector que lo traduce en una sefial. Antigeno
empleado: PSO de B. abortus conjugado con isotiocianato de fluoresceina.

La interpretacion de esta prueba es similar al ELISA-I.

ELISA: es una técnica altamente sensible, especifica y versétil, emplea muy
pequefa cantidad de suero y da muy buenos resultados aun en presencia de
hemodlisis. * ELISA indirecto (ELISA-I): Bases metodologicas: el antigeno se
fija a placas de poliestireno, luego se incuba con el suero a investigar,
posteriormente con un anti-especie conjugado con una enzima, se agrega el
sustrato correspondiente y se mide el color desarrollado a la longitud de onda
determinada. Pueden usarse conjugados que reconozcan las distintas clases
de inmunoglobulinas. Antigeno: los antigenos pueden ser particulados o
solubles, LPS u otras proteinas bacterianas. Se ha obtenido un antigeno libre
de LPS (antigeno CP), que es altamente eficaz en detectar la respuesta a

IgG durante una infeccion activa evitando al mismo tiempo las reacciones



cruzadas debidas al LPS. Anticuerpos: aglutinantes y no aglutinantes. La
interpretacion de esta prueba debe ser aun convalidada. * ELISA competitivo
(ELISA-C): Bases metodolédgicas: se emplea un anticuerpo monoclonal que
reconoce el epitope O del LPS-S, que compite con los anticuerpos del suero
por la union al antigeno fijado en la placa. El revelado se efectia con un
anticuerpo anti-ratbn conjugado con una enzima. Antigeno: LPS-S.
Anticuerpos: aglutinantes y no aglutinantes. Se consideran positivos aquellos

sueros con un porcentaje de inhibicion mayor del 28%.

Prueba de inmunodifusién en agar (IDAG): es una técnica de doble difusion
en geles. Bases metodoldgicas: se efectla la reaccion de doble difusién del
suero a investigar frente a un suero control observando las reacciones de

identidad. Antigeno: antigeno soluble HS. Anticuerpos detectados: IgG e IgM.

Cultivo y pruebas Biologia molecular:
bioquimicas PCR

Deteccion directa
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llustracion 9 Pruebas diagnosticas

Los métodos sugeridos por la OIE (Organizacion Mundial de la Salud Animal) para

el estudio de brucelosis en las distintas especies animales sonxVi:
En bovinos:

1) BPA, Rosa de Bengala
2) Fijacion de complemento
3) ELISA-I

4) ELISA-C

5) FPA.

En caprinos:

1) Rosa de Bengala

2) Fijacion de complemento.
En ovinos:

1) Fijacién de complemento
2) ELISA-I
3) IDAG

En porcinos:

1) BPA

2) Fijacion de complemento
3) ELISA-C

4) ELISA-I

5) FPA.

En caninos:

1) Huddleson
2) Aglutinacién cony sin 2- ME

3) Aglutinacién lenta en tubo



4) ELISA-I
5) IDAG.

Para el diagndstico de brucelosis humana se emplean habitualmente como pruebas
tamices BPA, Rosa de Bengala o Huddleson y como pruebas confirmatorias

aglutinacion lenta en tubo cony sin 2-ME, Coombs y fijaciébn de complemento.

Resultados de Diversas Pruebas de Diagnéstico de Brucelosis en bovinos

Tarjeta 98.3" 68.8" 48.6™"
Rivanol 99.2* 80.0"

Tarjeta-rivanol (serie) 95.4* 84.2*

PFP 99.0* 96.9* 99.2**
Fijacion de Compl. (aC -) 97.1** 93.1** 49**
ELISA-I 100 99.8*" 56.3*"
ELISA-C 100 99.8*" a7.7*"

«Estudios de México ™ Estudios Internacionales

Figure 1 comparativa de pruebas de diagndstico de brucelosis en bovinos

Sin embargo en México se tiene como Pruebas Confirmatorias las siguientes*Vi:

1. Prueba Presuntiva de Aglutinacion con Antigeno Rosa de Bengala, método
indirecto que emplea brucelas inactivadas y tefiidas que mediante la
observacion de la aglutinacion, demuestra anticuerpos especificos en el
suero del paciente sospechoso de la enfermedad y debera realizarse

conforme a lo siguiente:



¢ Indicada en pacientes con sintomatologia de brucelosis.

e La muestra biologica requerida es suero del paciente o liquido
cefalorraquideo v Se utiliza un antigeno para buscar la presencia de
un aglutinado de rosa intenso.

e La interpretacion del resultado es cualitativo (positivo o negativo),
positivo presencia de aglutinacion, negativo ausencia de aglutinacion.
Si el resultado es positivo (prueba presuntiva), debe confirmase
mediante las pruebas de SATy 2-ME.

2. Prueba Confirmatoria de Aglutinacion Estandar (SAT), consiste en la
demostracion de anticuerpos antiBrucella por aglutinacion, utilizando
bacterias inactivadas que permiten identificar inmunoglobulinas especificas
de las clases IgM (demuestra infeccion en etapa inicial), IgG (demuestra
infeccién en etapa cronica) e IgA (demuestra infeccion previa), debera
realizarse conforme a lo siguiente:

¢ Indicada en pacientes con sintomatologia de brucelosis y prueba rosa
de Bengala positiva.

e Muestra requerida: suero, plasma o liquido cefaloraquideo.

e Emplea como antigeno una suspension de Brucella abortus
inactivada, no tefiida, la cual se agrega a diluciones de la muestra
problema en solucion salina fenolada, se incuba y se busca la
presencia de mallas de aglutinacion.

e EIl informe corresponde al titulo obtenido y este es considerado
positivo con dilucion igual o mayor a 1:80

3. Prueba Confirmatoria de Aglutinacion en Presencia de 2- Mercapto Etanol (2-
ME) para la demostracion de anticuerpos antiBrucella por aglutinacion en
presencia de este reactivo, es similar a la prueba de SAT, pero al agregarse
el 2-mercaptoetanol éste inactiva la IgM, por lo que de presentarse la
aglutinacion éstas seran de IgG; la prueba debera realizarse conforme a lo
siguiente:

¢ Indicada en pacientes con sintomatologia de brucelosis, prueba rosa

de Bengala positiva, se realiza simultAneamente con la prueba de



SAT. v Muestra requerida se utiliza suero, plasma o liquido
cefalorraquideo.

e Emplea como antigeno wuna suspension de Brucella abortus
inactivada, no tefiida, la cual se agrega a diluciones de la muestra
problema en solucion salina 2 mercaptoetanol, se incuba y se busca
la presencia de mallas de aglutinacion.

e EIl informe corresponde al titulo obtenido y este es considerado

positivo con dilucién igual o mayor a 1:20.

4. ELISA IgM: Prueba practicada en forma experimental por el LESP del SESA

5.

de San Luis Potosi, se aplica de manera simultanea con SAT y 2-ME en
suero, en el momento en el que se sospecha clinicamente de la enfermedad
o bien, durante los tres primeros meses del curso de la misma. v

Aislamiento en Hemocultivo y Tipificacion de la Bacteria: Existen mayores
probabilidades de lograrlo al inicio de la fase febril de la enfermedad, pero no
durante el pico febril y antes de dar inicio al tratamiento con antibioticos; la
muestra puede ser sangre total, medula ésea, liquido cefalorraquideo, liquido
sinovial o ganglios linfaticos, para los cuatro primeros se recomienda utilizar
medio de cultivo bifasico de Ruiz-Castafieda, para ganglios linfaticos solucion
salina estéril, posterior a seis semanas de incubacién de la muestra
seleccionada se siembra en cualquiera de los siguientes medios de cultivo:
agar sangre o agar soya tripticasa (TSA) o agar MacConkey durante 4-5 dias;
para que el técnico del laboratorio proceda a llevar a cabo los estudios de

identificacion de la especie y su tipificacion de las brucelas aisladas. ¥



Prueba o
s - Interpretacion
2-ME
a

Positivo Negativo Infeccion en etapa inicial

b Posiivo Positivo Infeccion de curso prolongado

(@]

Negativo Positivo  Revisar técnica, repetir estudio

Repetir estudio, si se mantiene (-)

d Negativo Negativo :
& & se descarta brucelosis

llustracién 10 Interpretacion de los resultados en las pruebas confirmatorias

Prueba

Rosa de SAT 2. ME Resultado Interpretacion

Bengala | S 7

Negativo Negativo Negativo  Negativo Negativo

5 2 : E : : Memoria

Positivo Negativo Negativo  Indeterminado .
inmunologica
Paciente saliendo de

Positivo Menor 1:80 Negativo  Indeterminado la infeccion

infeccion en curso
Igual 0 mayor

Positivo 1-80 Negativo  Positivo Positivo
. Igual o mayor 1:200 . A
Positivo ° : Positivo Positivo

1:80 mayor

Positivo 1:20 o mayor 01:20 Positivo Positivo



llustracién 11 Pruebas Confirmatoria de México

La prueba de tarjeta se ha caracterizado por tener una alta sensibilidad, por lo que
fue la prueba de tamiz oficial de la campafa nacional contra la brucelosis en los
animales y esta fundamentada legalmente enla NOM041-ZO0-1995'. Sinembargo,
la prueba no es confiable para diferenciar los anticuerpos vacunales o los
pasivamente adquiridos por medio del calostro, de los anticuerpos causados por la
enfermedad'. En un estudio realizado por Aparicio et al.14 se menciona que utilizar
una prueba diagnostica de tamiz como la de tarjeta, aunada a la prueba de FPA,
mejoraria considerablemente la capacidad de distinguir los anticuerpos vacunales

de los anticuerpos causados por la infeccion.

La FPA es una prueba utlizada en diferentes paises como método oficial de
diagnostico de brucelosis en bovinos, cerdos, bisontes y cérvidos. Esta prueba
ofrece sensibilidad y especificidad muy elevadas en bovinos, superiores a las que

se usan actualmente en México.



4.- BIOSEGURIDAD

Como la OIE nos comenta en su glosario, bioseguridad es un conjunto de medidas
fisicas y de gestion disefiadas para reducir el riesgo de introduccién, radicaciény
propagacion de las enfermedades, infecciones o infestaciones animales hacia

desde y dentro de una poblacién animal. "

La Bioseguridad se conceptualiza como las buenas practicas de manejo que se
realizan para controlar y prevenir las enfermedades que afectan la salud publica y
animal; o bien como las medidas zoosanitarias que evitan la introduccién y difusién

de la enfermedad en un hato ganadero.
5.- PROCEDIMIENTOS PARA LA VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

5.1 VACUNACION

Desde el afio 1906 se investiga el desarrollo de vacunas humanas inocuas y
eficaces. La aplicacion en el hombre de vacunas a gérmenes muertos o Vivos
atenuados se ha dejado de lado por su baja eficiencia y por las reacciones
colaterales que producen.i Las vacunas elaboradas con complejos de proteinas y
polisacaridos extraidos con acido acético de la pared de B. abortus cepa S19 no
han demostrado ser eficaces." Otro tanto ocurre con las fracciones antigénicas
insolubles en fenol de B. melitensis cepa M15 y B. abortus cepa S19 . Debe,
ademas, investigarse previamente si el individuo tuvo una primoinfeccién con el
germen, ya que en este caso las citadas vacunas producen diversas reacciones
adversas (dolor local, fiebre, eritema, mialgias). En cuanto a las vacunas para
animales, las mas ampliamente utilizadas se obtienen a partir de cepas vivas
atenuadas.V En muchos paises el control de la brucelosis en pequefios rumiantes
se basa en el uso de la vacuna viva Rev 1, obtenida a partir de B. melitensis. Esta
vacuna, cuando se administra en forma subcutanea , induce la produccién de una
intensa y prolongada respuesta de anticuerpos, en cambio, su administracion en la
conjuntiva, reduce significativamente la intensidad y duracidén de estas respuestas
postvacunalesV. En Argentina, hasta el afio 1998 sélo se aplicaba en bovinos la
vacuna elaborada a partir de B. abortus cepa S19. Esta cepa fue aislada en el afio

1923 a partir de leche de vaca, como cepa virulenta, y se mantuvo a temperatura



ambiente durante un afio en el laboratorio para obtener bacterias atenuadas. Es
incapaz de crecer en presencia de eritritol, y aunque es de baja virulencia, la
vacunacion subcutanea en hembras prefiadas puede ocasionar abortos. La
principal desventaja de esta vacuna es que los anticuerpos generados interfieren en
las pruebas diagnésticas mas cominmente utilizadas, que emplean antigenos con
LPS-S. La semejanza antigénica, a nivel de esta molécula entre las cepas que se
utilizan en vacunacion y las cepas salvajes puede explicar la similitud de respuesta
inmune que existe entre un animal vacunado y otro infectado. La mayoria de los
animales con una infeccidn activa presentan niveles elevados de anticuerpos anti-
LPS. Estos anticuerpos también son producidos en los animales inmunizados con
vacunas constituidas por bacterias vivas atenuadas en fase lisa, por ello resulta tan
dificil discriminar entre ganado infectado y ganado sano vacunado. Para resolver
este inconveniente se han desarrollado diversas estrategias. Una de ellas fue la de
inmunizar con bacterias en fase rugosa, que no poseen polisacarido O en su LPS.
La primera cepa bacteriana usada con este fin fue B. abortus 45/20, obtenida a partir
de la cepa B. abortus 45 por 20 pasajes sucesivos en cobayos, que dejo de aplicarse
ya que tendia a volverse lisa y virulenta. Otra cepa utilizada fue B. abortus RB51,
seleccionada a partir de la cepa B. abortus 2308 en presencia de rifampicina. Es
una cepa atenuada que no produce abortos cuando se inmunizan hembras
prefiadas, pareceria ser de baja virulencia para el hombre, se aplica en una sola
dosis y genera proteccién aun aplicada en forma oral.Vi Esta vacuna es usada
actualmente en los Estados Unidos como vacuna oficial y desde 1998 comenz6 a
aplicarse también en este pais. Por otra parte se han obtenido mutantes que
carecen del gen que codifica para la enzima involucrada en la sintesis del
polisacarido O del LPS,Vii a partir de B. melitensis y B. suis que fueron muy eficaces
en generar proteccion, particularmente en ovejas, cabras y cerdos. Se estan
realizando estudios que tienden a identificar proteinas que pudieran usarse en el
diagndstico para luego anular su expresion en bacterias vivas atenuadas. Las
mutantes asi obtenidas no inducirian la produccién de anticuerpos contra esta
proteina, que podria ser empleada como antigeno en las distintas pruebas
diagnésticas. De todas las proteinas investigadas hasta este momento la que ha

logrado resultados mas alentadores es la proteina periplasmica BP26 (Omp28). Se



han obtenido mutantes de B. abortus S29 que no expresan BP26 y se ha
demostrado que generan proteccion en ratones. Por Ultimo se deben mencionar los
ensayos de inmunizaciébn con plasmidos portadores de genes bacterianos que
codifican para las proteinas L7/L12 y lumazina sintetasa que permiten obtener
buenos resultados, aunque aun debe establecerse si este tipo de vacunacion
genera una proteccion prolongada™. Por lo expuesto, el gran capitulo de la
vacunacion, tanto en el hombre como en animales, se encuentra en intenso estudio
y el futuro dira si es posible disponer de una vacuna protectora y especifica para el
género, econdmica y de masiva disponibilidad y que permita diferenciar entre

individuos vacunados e infectados.

Ya sabiendo la descripcion de las vacunas, entenderemos lo que la Secretaria nos

manda.

Todas las vacunas utilizadas en la campafia seran constatadas y autorizadas por
la Secretaria debiendo probarse cada lote producido conforme a las disposiciones
de la misma. En la campafia se deben utlizar vacunas vivas, atenuadas y
liofilizadas, para prevenir la brucelosis en bovinos, caprinos y ovinos. Todas las

vacunas deben aplicarse por via subcutanea.

La vacunacion para bovinos se ajustara a lo siguiente:

Las vacunas utilizadas para la inmunizacién deben estar elaboradas con la cepa 19
de Brucella abortus u otra que autorice la Secretaria, la campafia utiliza 2 tipos de
vacuna cepa 19: una considerada como vacuna en dosis clasica para prevenir la
enfermedad en becerras de 3 a 6 meses de edad, y otra para hembras mayores de
6 meses, incluso gestantes, denominada vacuna de dosis reducida. Esta Ultima
puede aplicarse en hembras a partir de los 18 meses en el caso de que hayan sido
vacunadas con la dosis clasica a la edad de 3 a 6 meses. También puede aplicarse
en hembras mayores de 6 meses que no recibieron la vacuna con dosis clasica, asi
mismo, ninguna vacuna debe utilizarse para prevenir la brucelosis en bovinos
machos, por lo tanto no debe aplicarse la vacuna cepa 19 a bovinos castrados. La
vacuna clasica para becerras de 3 a 6 meses de edad debe contener por lo menos

1 x 1010 UFC de Brucella por cada mililitro de vacuna reconstituida. Las becerras



de 3 a 6 meses de edad, deben ser vacunadas con 5 ml de vacuna cepa 19 en dosis
clasica, lo cual representa un minimo de 5 x 1010 UFC de Brucella. No debe

utilizarse en hembras mayores de 6 meses, ni menores de 3 meses de edad.

La vacuna cepa 19 en dosis reducida, debe contener un titulo de 3 x 108 a 3 x 109

UFC de Brucella por cada dosis, equivalente a2 ml debe aplicar a hembras mayores
de 6 meses de edad, aun gestantes. Bajo ninguna circunstancia se permitira diluir

la vacuna en presentacion de dosis clasica, para obtener dosis reducidas.

En México esta vacuna se empezd a elaborar y aplicar en 1951, y a partir de 1997
en la campafa oficial se dejé de utilizar y fue reemplazada por la vacuna RB51.
Sin embargo, a partir del 2006 se empezd a producir nuevamente la vacuna S19y

en la actualidad son aplicadas ambas vacunas de manera indistinta.

La camparfia de vacunacion utiliza dos modalidades de la vacuna S19: la primera
es conocida como vacuna en dosis clasica (Brucel N-19), la cual debe contener
por lo menos 1 x 1010 UFC de Brucella por cada mililitro de vacuna reconstituida y
se aplica a becerras de tres a seis meses de edad en dosisde 2 ml, que

representa un minimo de 2-8 x 1010 UFC de Brucella.

La segunda se conoce como vacuna de dosis reducida (Brucel R-19) la cual se
aplica a hembras mayores de seis meses de edad que no recibieron la vacunacion
con la dosis clasica, incluso aunque estén gestantes. La dosis reducida debe
contener un titulo de 3 x 108 a 3 x 109 UFC de Brucella por cada dosis,
equivalente a 2 ml. Por ningin motivo la vacuna en presentacion de dosis clasica

se puede diluir para obtener la vacuna de dosis reducida.

La cepa S19 es muy estable pues no se han observado cambios en su virulencia o
inmunogenicidad. Con esta vacuna se ha logrado erradicar la brucelosis en varios

paises.



Sin embargo, se deben considerar los siguientes inconvenientes durante la
vacunacion:

En animales adultos la persistencia de titulos serol6gicos contra una fraccion del
LPS dificulta el diagnostico de la enfermedad.

El riesgo de que provoque abortos es de 2 a 3%.

En vacas en lactaciéon se han observado infecciones mamarias persistentes
debido a la excrecion activa en la leche.

La cepa RB51 es de morfologia rugosa, pues carece de la cadena “O” del
lipopolisacéarido. Esta caracteristica le otorga cierta ventaja, ya que no induce la
presencia de anticuerpos que puedan ser detectados durante los muestreos
de las campanias oficiales para el diagndéstico de la enfermedad; por tanto, es

posible diferenciar los animales vacunados de los infectados.

Al igual que la cepa S19, en México se cuenta con dosis becerra y una dosis para
animales adultos (dosis reducida). La dosis becerra contiene 1-3 x 1010 UFC,
mientras que la dosis reducida para vacas mayores de 12 meses de edad contiene
1-3 x 109 UFC. Otra ventaja de esta vacuna es su escasa virulencia residual,
aunque se ha demostrado que la revacunacion puede causar aborto y excrecion

de la bacteria en la leche y el exudado vaginal.

e Brucelosis caprina. En ganado caprino se recomienda iniciar con un
programa de vacunacion en el cual las hembras de tres a cuatro meses de
edad deberan ser vacunadas aplicando una dosis Unica de la presentacion
clasica de la vacuna Rev (Melirev N)1 (1-2 x 109) por via subcutanea, esta
vacuna protege al animal durante toda su vida. Cuando la vacuna se aplica
a hembras mayores de seis meses de edad, la inmunidad tendra una

duracién de 4 a 20 meses; ademas, al inmunizar a animales prefiados



existe riesgo de provocar abortos. Por esta razén se recomienda que la
vacuna se apligue exclusivamente a cabritas en el rango de edad
recomendado. La Rev 1 es una cepa no dependiente de estreptomicina, de
baja virulencia, altamente antigénica, estable y no revierte a patégena por
pases continuos. La bacteria puede ser excretada esporadicamente en la
leche de las hembras vacunadas. La vacuna RB51 en cabras no se debe
de utilizar ya que no es efectiva contra B. melitensis.

e Brucelosis ovina. No existe vacuna para prevenir la brucelosis ovina
ocasionada por B. ovis; sin embargo, la vacuna Rev 1 si previene la
enfermedad provocada por B. melitensis. Esta vacuna se aplica por via
subcutanea a hembras de tres a cuatro meses de edad en dosis clasica, y
en dosis reducida en hembras mayores de cuatro meses de edad,
recomendandosela vacunacién de hembras vacias. La cepa RB51 no

confiere inmunidad contra B. melitensis.

El Médico Veterinario oficial o aprobado debe instrumentar la identificacion
permanente del animal mediante el arete oficial u otro medio de identificacion que

la Secretaria determine.

Hemos visto que es importante la vacunacion, asi como vimos el punto en que las
cabras han sido actoras principales de la diseminacion de brucellas, por lo tanto es

clara la importancia de su vacunacién en caprinos y ovinos.*

5.2 Control de la Incorporacion de nuevos animales al hato

Todo animal que se pretenda incorporar a la UPP debe proceder de hatos libres de



enfermedades como brucelosis y tuberculosis; ademas, debe cumplir con otra
prueba diagnostica 60 dias después de la dltima reportada para el animal, la cual
se espera resulte negativa. Para reducir la posibilidad de entrada de otras
enfermedades, se recomienda que los animales a incorporarse cumplan una
cuarentena, es decir, que permanezcan aislados fisicamente del resto del hato en
un lugar apartado, lejos de las instalaciones principales en donde se encuentra el
hato o rebafio, y no puedan entrar en contacto con éstos antes de pasar este periodo
de aislamiento en el que se confirme clinicamente que el animal estad sano. En los
sistemas extensivos, el animal debera permanecer aislado antes de ser incorporado

a la pradera con el resto de los animales.

5.3 Prevencion del contacto con animales de otros hatos

En explotaciones intensivas, como es un hato lechero, el contacto directo de los
animales con otros ajenos a la UPP puede ser controlable debido a que el predio
tiene delimitado el acceso, lo que impide el paso de personas y animales ajenos.
En un hato lechero que cuentan con corrales cercadas es posible evitar este
contacto; sin embargo, en areas comunes el riesgo de mezclarse con otros es
permanente. En este caso, para el uso de estos recursos de apacentamiento es
muy importante establecer con la comunidad un reglamento en el que se estipule el

manejo de los animales.

Debido al riesgo de transmision de enfermedades, el personal que labora en el hato,
debera evitar en lo posible el contacto con animales de otros hatos. EI médico
veterinario también debe ser extremadamente precavido y asegurar una adecuada
limpieza y desinfeccién de su ropa de trabajo, botas equipo y herramientas, asi

como la remocidn fisica de la materia organica (sangre, heces y otros residuos).

En la medida en que sea posible, debera evitarse la entrada de vehiculos de
proveedores o compradores al hato, debido a que estos vehiculos generalmente

recorren varias granjas y podrian acarrear materia organica potencialmente



contaminada. Es recomendable asignar areas especiales para recibir insumos

alimenticios, concentrados o implementos, o para entregar leche, animales, etc...

Al detectar un animal positivo a brucella, debe ser eliminado, cuando sea detectado
y/o eliminado algun animal reactor en instalaciones de tipo intensivo, debe realizarse
la desinfeccion quimica de la explotacion afectada, en especial en aquellos sitios

donde se alojaba dicho animal.

Para realizar la desinfeccion debe hacerse una limpieza mecénica previa y un
lavado enérgico con agua y jabdn, con el objeto de eliminar la materia organica (arco
sanitario a la entrada, desinfecciéon de camionetas y personal), los productos del
aborto como fetos, placentas y membranas, deben ser incinerados o enterrados a
una profundidad minima de 1.5 metros y cubiertos con una capa de cal viva de al
menos 2 centimetros de grueso, en lugares donde se asegure que no se

contaminara materia organica o mantos freaticos.

llustracion 12 Personal de Comité de Camparia, desinfectando al llegar al Hato

Todos los productos quimicos desinfectantes utilizados en las actividades de la

campafia, deben ser aprobados y registrados por la Secretaria o por la Secretaria



de Salud, se debe evitar todo contacto de los desinfectantes con alimentos tanto de

consumo humano como animal.

Los desinfectantes recomendados para eliminar a la Brucella spp son:

Solucion de hipoclorito de sodio o hipoclorito de calcio
Solucion de sosa caustica al 2%

Suspensién de cal recién apagada al 15%

Emulsion de creolina al 5%

Solucién de fenol al 1%

o gk wDd R

Otros desinfectantes que determine la Secretaria

llustracion 13 Personal de Comité de Campafia, desinfectando camas de Hato



TIEMPO DE

DESINFECTANTE CONCENTRACION TEMPERATURA DE LA
DE LA SOLUCION SOLUCION EXPOSICION
Solucién de
hipoclorito de sodio o 2.5% de cloro activo 20°C 1 hora
hipoclorito de calcio
Solucién de sosa 2% 70°-80°C 3 horas
caustica
Suspension de cal 15% Ambiente 1 hora
recién apagada
Emulsion de creolina 5% 60°-70°C 1 hora
Solucién de fenol 1% 37°C 15 min.
llustracién 14 Datos de desinfectantes
5.4 Restricciobn de los animales con posibles vectores

En todo hato se debe llevar un programa de control de roedores mediante cebos
que se colocan principalmente en las areas donde éstos anidan. Todos los accesos
al rancho se mantendran cerrados para evitar la entrada de todo tipo de animales.
Ademas, se debe mantener estricta vigilancia para impedir que los animales de

compafiia como perros y gatos (ajenos y propios) tengan contacto con el ganado.

5.5 Manejo correcto de los fomites

Se debe de evitar el contacto directo de los animales con objetos inertes que fueron
utilizados con otros animales o con sus desechos, debido a que éstos pueden servir
de vehiculo para los microorganismos patégenos. Se deben emplear agujas nuevas
(estériles) para inyectar a cada animal, y el material de uso colectivo, como
instrumental quirdrgico, debe someterse a procedimientos estrictos de limpieza y

desinfeccion.



Estas precauciones también son necesarias en equipos Yy utensilios como

aretadoras, tatuadoras, tijeras, trasquiladoras, palas, cubetas, ropa de trabajo, etc.

Las hembras infectadas con brucelosis excretan gran cantidad de bacterias durante
el parto o el aborto, las cuales contaminan el alimento, el suelo, las camas y el agua.
Para evitar la contaminacion del alimento y el agua con las secreciones o los tejidos
de fetos abortados, en la explotacion deben designarse areas de parideros

especificas para las Hembras infectadas con brucelosis.

Recordemos que las brucellas también son excretadas en la leche, por lo que el
humano puede adquirir la enfermedad al consumir leche cruda y subproductos

lacteos como queso fresco, helados, mantequilla, etc., elaborados con

Leche no pasteurizada. Esta enfermedad también se adquiere a través.de
abrasiones o cortaduras en la piel, por salpicaduras en la conjuntiva, por aerosoles
formados en algun proceso, por transfusiones de sangre o por el trasplante de
tejidos, y por auto-inoculacion accidental durante la vacunacion y toma de muestras.
Debido al alto riesgo de contagio, la brucelosis es considerada como una
enfermedad ocupacional entre vaqueros, veterinarios, ganaderos, matanceros y
técnicos de laboratorio. Por ser la brucelosis una zoonosis, es aconsejable que las
muestras sean tomadas por un meédico veterinario, quien tiene amplios
conocimientos sobre los procedimientos para la toma y el manejo de las muestras
de animales enfermos. En los casos de aborto, al recolectarse muestras de fetos y
placentas, obligatoriamente se deben utilizar prendas de proteccion como bata,

guantes de latex, cubre bocas y anteojos.



llustracion 15 Personal de Campafa
tomando muestras sanguineas
7.- CONCLUSIONES

He descrito a la bacteria, su mecanismo de accion, su patogenia y las formas para
combatirla y su prevalencia en Meéxico, nos es de suma importancia para la
inocuidad alimentaria, economia y salud publica y animal.



Por conclusion, con los datos ya presentados y la practica diaria, puedo decir que
llevando a cabo las medidas de Bioseguridad antes descritas, debiéramos eliminar
o lograr una gran disminucion de la prevalencia de Brucella en un Hato, el punto
clave es no dejar de persistir en las medidas, ya que en algin momento de descuido
podemos derrumbar lo ya trabajado, lo cual redundaria en grandes pérdidas
econdmicas, tanto para ganaderos como para la region e incluso el pais, teniendo

en cuenta que la salud publica y animal estaria en riesgo.

llustracion 16 Trabajando
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