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RESUMEN

INTRODUCCION: Brucella melitensis causa la Brucelosis caprina y ovina, de
amplia distribucién mundial. La zoonosis se produce principalmente por contacto
directo a través de las mucosas con productos del aborto contaminados con B.
melitensis, o por consumo de productos lacteos o sus derivados contaminados y no
pasteurizados, por lo que es relevante un buen sistema de produccion caprina. Afecta
a los pequefios rumiantes sexualmente maduros; en las hembras provoca signos
clinicos asociados a abortos, retencion de placenta y nacimiento de crias débiles, con
excrecion de los microorganismos a través de las descargas uterinas y en la leche. En
los machos produce orquitis y epididimitis. OBJETIVO: “Determinar la prevalencia
de Brucelosis caprina en el Distrito de Tipac Amaru Inca de la Provincia de Pisco”
METODO: Se consideraron a toda la poblacion con el criterio de inclusion de
caprinos hembras sin vacunacion mayores de 3 meses de edad provenientes de 12
hatos con un total de 300 animales, los cuales a través de sus sueros sangineos se
evaluaron mediante la prueba de rosa de bengala para la deteccion de anticuerpos
contra Brucella melitensis. RESULTADOS: EI 100% (300/300), resultaron
negativos. CONCLUSIONES: La prevalencia de Brucelosis caprina en el Distrito
de Tupac Amaru Inca de la Provincia de Pisco fue de 0 %, cuyos resultados podrian
deberse al efecto positivo del Programa de Control y Erradicacion de Brucelosis
Caprina conducido por el Ministerio de Salud del Peri (MINSA) y SENASA.

Palabras clave: Brucella melitensis, Brucelosis caprina, prevalencia, Pisco.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Brucella melitensis causes caprine and ovine brucellosis,
widely distributed throughout the world. The zoonosis is produced mainly by
direct contact through the mucous membranes with products of abortion
contaminated with B. melitensis, or by consumption of dairy products or their
contaminated and unpasteurized derivatives, which is why a good goat production
system is relevant. It affects small, sexually mature ruminants; in females it causes
clinical signs associated with abortions, retention of placenta and birth of weak
offspring, with excretion of microorganisms through uterine discharges and in
milk. In males, it produces orchitis and epididymitis. OBJECTIVE: "To
determine the prevalence of caprine brucellosis in the Tupac Amaru Inca District
of the Province of Pisco” METHOD: The entire population was considered with
the criterion of inclusion of female goats without vaccination older than 3 months
of age from 12 herds with a total of 300 animals, which through their blood
samples were evaluated by the test of rose bengal for the detection of antibodies
against Brucella melitensis. RESULTS: 100% (300/300), were negative.
CONCLUSIONS: The prevalence of caprine brucellosis in the Tucac Amaru
Inca District of the Province of Pisco was 0%, the results of which could be due to
the positive effect of the Control and Eradication Program of Goat Brucellosis
conducted by the Ministry of Health of Peru (MINSA) and SENASA.

Key words: Brucella melitensis, Goat brucellosis, prevalence, Pisco.



I. INTRODUCCION

La brucelosis es la enfermedad zoondtica méas comun a nivel mundial, con multiples
presentaciones clinicas y causante de diversas patologias: espondilodiscitis,
eurobrucelosis y endocarditis infecciosa (las dos Gltimas causan la mayor parte de la
mortalidad asociada al patdgeno), situacion que dificulta el diagnostico de no saberse

la prevalencia o tener elevada presuncion diagnostica (Herrick et al., 2014).

La Brucella abortus, es la especie mas prevalente y estdn relacionadas con
infecciones bovinas y abortos, por lo que se deben eliminar los animales infectados.

La B. melitensis, esta mas asociada a la expresion clinica en humanos, debido a la
dificultad que supone la erradicacion en cabras y ovejas de ganaderia extensiva en las

regiones endemicas.

B. suis, B. canis, B. maris y otras, también pueden tener significacion clinica; sin

embargo, esta limitada a areas endémicas muy restringidas (Hollender et al., 2013).

La brucelosis causada por Brucella melitensis es una enfermedad infecciosa de
amplia distribucion mundial que afecta principalmente a caprinos, considerado su
hospedador natural, y también a ovinos (Diaz Aparicio, 2013). La enfermedad es
transmitida al hombre, por lo que constituye una de las zoonosis de mayor interés
veterinario y de salud publica (Hotez y Gurwith, 2011). Afecta a los pequefios
rumiantes sexualmente maduros; en las hembras provoca signos clinicos asociados a
abortos, retencion de placenta y nacimiento de crias débiles, con excrecion de los
microorganismos a través de las descargas uterinas y en la leche. En los machos

produce orquitis y epididimitis (Lebre et al., 2014).

La transmision al hombre se produce principalmente por contacto directo a través de
las mucosas con productos del aborto contaminados con B. melitensis, o por
consumo de productos lacteos o sus derivados contaminados y no pasteurizados
(Mendez et al., 2011), por lo que esta zoonosis se torna relevante en los sistemas de

produccidn caprina.

La Brucelosis, es considerada como una enfermedad ocupacional, relacionados a la
ganaderia, matarifes, carniceros, ganaderos, veterinarios y personal de laboratorio
(Salgado et al., 1995).



En el Per( la poblacién de caprinos es de aproximadamente 1,038,109; que
representa el 4,79% de animales pecuarios (INEI, 2012), de los cuales el 68% se
ubican en la Sierra, el 31% en la Costa y el 1% en la Selva. La mayor parte se
concentra en manos de pequefios criadores, que carecen de programas de
mejoramiento genético, técnicas apropiadas de manejo y sanidad. Estos criadores en
su mayoria no tienen establecimientos fijos, siendo transhumantes por la necesidad
de buscar alimento para su ganado, el cual representa la fuente de ingresos y sustento

para su familia. (Gil y Seminario, 2000).

La presente investigacion, tiene como objetivo determinar la prevalencia de
Brucelosis caprina en el Distrito de Tupac Amaru Inca de la Provincia de Pisco,
Departamento Ica. Para lo cual se utilizard la prueba de aglutinacion de Rosa de
Bengala, y la confirmacion de los sospechosos, mediante la prueba de fijacion de
complemento. De esta manera conocer la seroprevalencia de Brucelosis caprina, el
cual debe ser una vigilancia epidemiologica constante para prevenir la Brucelosis

caprina y la zoonosis en Humanos.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. ANTECEDENTES

Entre los afios 2000 — 2002, la provincia de Callao present6 las tasas mas elevadas de
infeccion humana por Brucella mellitensis en el Per(, ademas la crianza de caprinos
representa una actividad econdmica local importante, por lo que se analizaron
muestras de sueros de 174 caprinos de 9 hatos de los distritos del Callao y Ventanilla
para la seroprevalencia de Brucelosis, usando la prueba de Rosa de Bengala (RB)
para descarte y el 2 — mercapto — etanol para confirmacion. El 53,7 % (93) de las
cabras fue mayor de seis meses; el antecedente de vacunacion fue de 38,3 % y 81,9
%, respectivamente. Con RB se obtuvo 10/148 (6,8 %) de cabras positivas en Callao
y 0/26 (0 %) en Ventanilla; solo 7 fueron confirmadas. Persiste el riesgo de
Brucelosis humana en el Callao ante la presencia de caprino infectado (Taboada et
al., 2005).

Se determind, la prevalencia de brucelosis en cabras en los Distritos de Paramonga,
Pativilca, Barranca y Supe de la Provincia de Barranca, Lima; mediante la prueba de
aglutinacion de Rosa Bengala en 392 animales de mas de 3 meses de edad, que no
fueron vacunados contra Brucella. No se encontraron muestras positivas,
posiblemente debido al programa efectivo de control y erradicacion llevado a cabo
desde 1997 por el Ministerio de Salud y Servicio Nacional de Sanidad Agraria
(SENASA) (Garro et al., 2005).

Se realizd, un estudio epidemioldgico para estimar la prevalencia de brucelosis
caprina, criadas bajo un sistema semi — estabulado; en los Distritos de San Vicente,
Nuevo Imperial y San Luis de la Provincia de Cafiete, en Lima. Se colectaron
muestras de sangre de 385 animales de 3 0 mas meses de edad, procedentes de 21
hatos y no vacunados contra Brucella. Hubo 4 cabras serorreactoras con la prueba
Rosa de Bengala, y sélo una fue confirmada mediante la prueba de Fijacion de
Complemento, dando una prevalencia de brucelosis caprina de 0,26 + 0,04%. Esta
baja prevalencia podria deberse al efecto positivo del Programa de Control y
Erradicacion de Brucelosis Caprina conducido por el Ministerio de Salud del Peru
(MINSA) y SENASA desde el afio 2 000 en la provincia de Cariete (Toledo, et al.,
2007).



Se reporta, el estudio epidemioldgico de brucelosis en 516 majadas caprinas o mixtas
(caprinos/ovinos) de las 3 regiones agroecoldgicas de la provincia de Formosa,
Argentina. Mediante las pruebas de aglutinacién en placa con antigeno tamponado y
de fijacion del complemento en suero sanguineo de 25 401 caprinos y 2 453 ovinos.
Ademas, se realizaron cultivos bacteriol6gicos y PCR en muestras de leche de cabras
de 3 majadas con brucelosis y abortos recientes. Se detectd brucelosis en 4 de los 9
departamentos de la provincia; la prevalencia global fue del 2 % y la intrapredial
vario entre el 1 y el 40 %. La proporcion de majadas positivas fue del 3,6, 12 y 36 %
para las regiones este, centro y oeste, respectivamente. Se aislé Brucella melitensis
bv. 1 de cabras por primera vez en la provincia. La PCR amplifico fragmentos
esperados de 827 pb correspondiente al gen omp2ab (Brucella spp.) y de 731 pb
correspondiente al inserto 1S711 (B. melitensis). La deteccion de anticuerpos en
ovinos que cohabitan con caprinos sugiere que las infecciones habrian sido causadas
por B. melitensis, lo que constituye un riesgo adicional para la salud publica. Los
programas de control y erradicacion de la brucelosis deberian considerar las majadas
mixtas como una sola unidad epidemioldgica. Los resultados indican que la
brucelosis por B. melitensis bv. 1 es altamente endémica en las regiones centro y

oeste de la provincia de Formosa. (Russo, et al., 2016).

En Colombia, se estimd, la seroprevalencia de brucelosis en caprinos y en ovinos, en
los municipios de Valledupar (Cesar) y Coloso (Sucre). Se realizd un estudio
descriptivo prospectivo de corte transversal, que incluyd 329 animales, entre
caprinos y ovinos. En el municipio de Valledupar, se muestrearon 209 caprinos,
procedentes de diez predios y, del municipio de Coloso, 120 ovinos de cuatro
predios. El diagndstico seroldgico, se llevo a cabo por la técnica de aglutinacion
rapida en placa Rosa de Bengala y la técnica de ELISA indirecta, para la deteccién
de anticuerpos en caprinos y en ovinos. La seroprevalencia de B. abortus, fue 1,2%
(4/329) por la técnica de Rosa de Bengala; estos sueros fueron evaluados por ELISA
competitiva, resultando negativos. La seroprevalencia de B. melitensis fue del 0%, lo
que permitié establecer un riesgo limitado y minimo, que concuerda con la
notificacion nunca antes realizada en Colombia. Estos hallazgos confirman la
importancia de una vigilancia activa y permanente en estas especies susceptibles.
(Tique et al., 2010).



En Mexico, entre los afios 2009 y 2012 en la Zona Centro del Estado de Veracruz en
14 municipios, se determind la seroprevalencia, los factores de riesgo (FR) y la
distribucion espacial de la brucelosis caprina para lo cual se incluyeron 572 animales
de 81 unidades de produccién (UP) seleccionadas por conglomerados. El diagnéstico
fue en serie con las pruebas de tarjeta (PT) como tamiz y de inmunodifusién radial
(IDR) como confirmatoria. La seroprevalencia se determiné con el programa
VassarStats® y los FR, por razén de momios (RM). La seroprevalencia general fue
del 0,52% (intervalo de confianza [IC] 95%: 0,13 — 1,65) y por UP del 2,47% (IC
95%: 0,43 — 9,46). Se identificaron como FR para la infeccién las UP en sistema
estabulado y la seroconversion a PT por vacunacion contra la brucelosis, y, como
factor protector, la vacunacion. La seroprevalencia y la distribucion de la brucelosis
caprina son bajas y el sistema intensivo constituye un riesgo, lo cual es consistente
con los reportes que guarda la Secretaria de Salud sobre el bajo nimero de casos
humanos en el Estado de Veracruz (Roman et al, 2017).

Se determind, la seroprevalencia de la Brucella spp en 455 personas entre 18 y 64
afios de edad, que utilizaban la estrategia de Salud de la Familia. Las muestras de
suero de los voluntarios fueron sometidas a las pruebas de antigeno acidificado
tamponado, como tamizaje; inmunodifusion en gel de agar, pruebas de
seroaglutinacion lenta en tubos y 2 — mercaptoetanol, como confirmatorias. EI 1,98%
reacciond al antigeno acidificado tamponado, el 2,85% reacciond a la
inmunodifusion en gel agar; y el 1,54%, a las pruebas de seroaglutinacién lenta en
tubos y 2 — mercaptoetanol. La prevalencia de la Brucella spp representada por las
dos ultimas pruebas fue del 4,4%. Los resultados de esta investigacion sugieren que
la poblacion que ha sido estudiada se encuentra expuesta a la infeccion por Brucella

spp (Cavalcanti et al., 2015).



2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. Brucella melitensis

2.2.1.1. Taxonomia

Dominio : Bacteria

Reino : Bacteria

Filo : Proteobacteria
Clase : Alphaproteobacteria
Orden : Rhizobiales

Familia : Brucellaeae

Género : Brucella

Cuadro 1. Principales caracteristicas de las especies del género Brucella

Especies Biotipos Hospedador preferencial Potencial zoondtico

B. melitensis 1-3 oveja y cabra +

B. abortus 1-6,9 Vaca, camello, bufalo +

B. suis 1-5 Cerdo (1 — 3), liebre (2),
Jabali (2), caribu (4) +
Reno (4), roedores (5)

B. canis - Perro +

B. ovis - Oveja -

B. microti - Roedores

B. neotomae - Roedores -

B. ceti - Cetaceos +

B. pinnipedialis - Pinnipedos +

B. inopinata - Humanos No aplica

Fuente. Godfroid et al., 2011.



2.2.1.2. Generalidades

Son cocobacilos gram negativos de vida intracelular facultativa (Alton et al., 1988),
lo que explica la respuesta inmune, la resistencia a ciertos antibiéticos y algunas
caracteristicas tipicas de la enfermedad (Nicoletti, 2010). No son fermentativos e
inmdviles, aunque poseen genes para sintetizar flagelos (Fretin et al., 2005); carecen
de los factores de virulencia clasicos (Gorvel y Moreno, 2002). Pueden producir
ureasa y reducen los nitratos en nitritos. Los miembros de esta especie son positivos

a la prueba de catalasa y, frecuentemente, al test de oxidasa (Alton et al., 1988).

Diferentes propiedades fisico — quimicas permiten la clasificacion de Brucella en

especies y biovares (Anon, 2000):

- Requerimientos de CO2.

- Habilidad para usar el acido glutdmico, ornitina, lisina y ribosa.
- Produccion de sulfuro de hidrogeno (H2S).

- Crecimiento en presencia de colorantes: tionina y fucsina basica en
concentraciones de 1:25 000, 1:50 000 y 1:100 000.

- Aglutinacion con antisueros contra los epitopes Ay M del LPS de cepas lisas.
- Actividad de la ureasa.

- Susceptibilidad a bacteriéfagos: Thilisi (Th), Weybridge (Wb), Izatnagarl (1z1)

(que diferencian las especies lisas de Brucella) y R/C (para B. ovis y B. canis).

- Las principales propiedades bioquimicas y caracteristicas diferenciales con las
otras especies 0 biovares del género Brucella se resumen en el cuadro 2. Se
considera que la susceptibilidad a la lisis por fagos es especialmente Gtil para la
identificacion a nivel de especie y la seroaglutinacién, susceptibilidad a

colorantes y produccion de HsS es a nivel de biovar (Whatmore, 2009).



Cuadro 2. Caracteristicas diferenciales de las especies del género Brucella

Especie Biovariedades Morfologia  Oxidasa Ureasa CO2 H2S Crecimiento en Aglutinacion con Lisis con fagos
Colorantes (20 ug/mL) suero monoclonal
Tionina Fucsina A M R Tbh Wb 1z R/C
B. melitensis 1 - T -
2 L + + - - + + + - - - - +
3 + + -
B. abortus 1 - + + - -
2 + + - - + - -
3 + + + - -
4 L + + - + - + - + o+ o+ -
5 - - + + + -
6 - - + + + - -
9 +/- + + + - + -
B. suis 1 + - F - .
2 - - + - -
3 L + + - - + + + - - - + + -
4 - - + + -
5 - - - + -
B. neotomae L - + - + - - + - - - + + -
B. ovis R - - + - + - - - i - - N
B. canis R + + - - + - - - + _ _ _ T
B. ceti L + + - - + + + - - + + + -
B. pinnipedialis L + + + - + + + - - n ¥ + -
B. mkicroti L + + - - + + - + - - + + -
B. inopinata L + + - + + + + - -
Fuente: OIE, 2009a



Cepas de B. melitensis, en su mayoria son susceptibles in vitro a un gran nimero de
antibidticos: gentamicina, doxiciclina y rifampicina (Maves et al., 2011). La
resistencia a la estreptomicina permite diferenciar la cepa vacunal Rev. 1 de B.
melitensis de otras cepas de biovar 1 de campo susceptibles a este antibacteriano
(Alton et al., 1988).

2.2.1.3. Estructuras

Es tipica de las bacterias Gram negativas: una membrana citoplasmatica, un espacio

periplasmico y una membrana externa (Dubray y Plommet, 1976).

Pared celular Polisacarido O
Gram negativa

Polisacarido central

Exterior

Lipopoli-
__ sacarido
(LPS)

Membrana
externa

Espacio _7 ?Z:f:i:
periplasmatico | &

Membrana mm
citoplasmatica ;3 ﬁ ﬁ i

Figura 1. Estructura de las bacterias Gram negativas

Fuente: Dubray y Plommet, 1976.

El lipopolisacarido (LPS) es un componente estructural y funcional esencial para
Brucella (Cardoso et al., 2006) y es un importante factor de virulencia (Lapaque et

al., 2005), su estructura permite la diferenciacién del género en dos grupos:
- Lisas (L): con la cadena O completa (B. melitensis, B. abortus y B. suis).

- Rugosas (R): con cadena O incompleta o ausente (B. ovis y B. canis) (Baldwin y
Goenka, 2006).
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La expresion simultdnea de L y R ha sido descrita en B. melitensis (Bowden et al.,
1993). La estructura quimica del L de B. melitensis formado por el lipido A con dos
tipos de aminoglicosa: amidas y acidos; el nucleo oligosacérido: glucosa, manosa,
glucosamina y quinovosamina, entre otros azucares y un antigeno O en forma de
cadenas laterales, formado por homopolimeros lineales de N — formil — perosamina
unidos por dos tipos de enlaces, que determinan la forma del LPS (Bundle et al.,
1989):

- o —1,2 (mayoritario en cepas epitopo dominante A)
- a—1,3 (mayoritario en cepas epitopo dominante M).

Existe un alto grado de similitud entre el LPS no clasico de Brucella y LPS clasico
de otras bacterias Gram negativas: Escherichia coli O:116, E. coli 0:157, el grupo
N (0:30) de Salmonella, Vibrio cholerae O:1 y Yersinia enterocolitica O:9 (Corbel,
1985b). Por las diferencias en el LPS clasico y LPS no clasico, tienen la capacidad de
induccion: interferon (IFN), factor de necrosis tumoral (TNF), capacidad pirdgena,
etc. (Lapaque et al. 2005).

Debido a la similitud entre el LPS de Brucella y el de algunas enterobacterias, existe
interferencia diagndstica cuando se emplean técnicas seroldgicas basadas en la
deteccion de anticuerpos (Nielsen et al., 2006). EI L — LPS estd constituido por
varios determinantes antigénicos entre los que destacan A 'y M que estan presentes en
diferente proporcion en las cepas lisas de Brucella, la aglutinacion de las cepas de
Brucella melitensis con anticuerpos dirigidos contra estos epitopos permiten la

divisidn de esta especie bacteriana en tres biovariedades: 1, 2 y 3 (Cuadro 2).

En ocasiones la diferenciacién de los biovares 2 y 3 resulta complicada debido al
empleo de sueros monoespecificos de limitada capacidad discriminatoria y
disociacion de los cultivos de B. melitensis en formas rugosas. Al contrario que
en B. suis, no existen diferencias evidentes en la epidemiologia de los distintos
biovares de B. melitensis (como la preferencia de hospedador) ni en la clinica a la

que dan lugar (Blasco, 2010a).

La existencia de epitopos (C y C/Y) comunes en los serotipos A y M, evidenciada
por el empleo de anticuerpos monoclonales, explica las reacciones cruzadas entre
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estos serotipos. Se han demostrado que los anticuerpos monoclonales del epitope
C muestran una ausencia de reaccion cruzada con Y. enterocolitica O:9 (Palmer
y Douglas, 1989), convirtiéndolos en un elemento especifico de las cepas lisas de
Brucella.

Otras estructuras importantes son las proteinas de membrana, los antigenos

citosdlicos y el hapteno nativo (HN) (Yang et al., 2011).

El HN posee una estructura quimica muy similar al O — PS (Moreno et al., 1987). El
HN es un componente potencial como diana diagndstica para la diferenciacion de
animales vacunados e infectados por cepas lisas de Brucella, debido a que, después
de un tiempo suficiente tras la vacunacion, sélo se detectarian anticuerpos frente al

HN de las cepas de campo (Diaz et al., 1984).

La alta especificidad de las proteinas del género Brucella, las han convertido de
interés para el desarrollo de técnicas especificas para el diagnostico de B. melitensis.
A pesar de ello, se ha sugerido la posibilidad de la existencia de reacciones cruzadas
con proteinas de Ochrobactrum anthropi (Velasco et al., 1997), lo que se deberia
tener en consideracion para la interpretacion de los resultados de las técnicas

diagnosticas basadas en proteinas de membrana externa.

La fosfaditilcolina (lecitina) es el principal fosfolipido de la membrana externa de los
miembros del género Brucella (Roop et al., 2009), estando probablemente implicado

en su virulencia.

Entre los constituyentes del periplasma, el glucano ciclico, es importante para la

osmorregulacion y supervivencia bacterina (Gorvel, 2008).

2.2.1.4. Vias de transmision

Las principales vias de contagio en los pequefios rumiantes son la via oral (a través
de las mucosa orofaringea), la via respiratoria (mucosa del tracto respiratorio
superior), la via percutdnea y la via conjuntival a partir del contacto con material
contaminado, principalmente fetos, placenta, descargas vaginales etc. derivados del
aborto infeccioso (Alton, 1990).
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La via venérea, al contrario que en otras especies de este género, parece ser
secundario en la transmision en la monta natural, aunque se ha demostrado su
presencia en el semen de animales infectados, alrederor del 20% de los carneros
seropositivos excretan esta bacteria en el semen (Blasco, 2004).

La transmisién pseudo — vertical se produce principalmente durante la lactacion a
partir de madres infectadas que excretan la bacteria en leche o calostro (Tittarelli et
al., 2005a). En menor proporcion se puede producir una transmision vertical a traves
de la placenta epiteliocorial, tipica de los rumiantes. Ambas situaciones conllevan la
aparicion de animales infectados de manera latente en el rebafio (Diaz Aparicio,
2013), que suponen aproximadamente un 10% de los descendientes de madres
infectadas (Blasco, 2010b) representando una potencial fuente de infeccion para
otros individuos susceptibles. Algunos de estos animales podrian permanecer
seronegativos (Tittarelli et al. 2005), incluso hasta el primer parto o aborto, pasando
desapercibidos a las pruebas seroldgicas, lo que hace que sea aconsejable el sacrificio

de los descendientes de hembras infectadas (Diaz Aparicio, 2013).

La infeccion a partir de agua circulante es rara y solo es efectiva en cortas distancias

al punto de infeccion (Samartino et al., 2005).

En la epidemiologia, las dos entradas mas caracteristicos de B. melitensis en los
rebafios de pequefios rumiantes son: la introduccion de animales infectados en un
rebafio y el uso comin de pastos, granjas, material, etc. contaminados con B.

melitensis (Duran Ferrer y Paramio, 2005).

Los pequefios rumiantes infectados solo son una fuente de infeccion durante el
periodo de excrecion de B. melitensis (Alton, 1990), siendo las principales de
fuentes: a) fetos, mortinatos, nacidos no viables y anexos fetales, debido al fallo
reproductivo. Se consideran los elementos potencialmente mas contaminados (hasta
10%° — 10% UFC/gramo de tejido). b) Excrecion vaginal, calostro y leche. En cabras,
en las que B. melitensis puede aislarse de los exudados vaginales antes del parto, es
tipico que la excrecion bacteriana en leche se repita en lactaciones posteriores y las
secreciones vaginales suelen estar ampliamente contaminadas durante largos
periodos de tiempo de 2 — 3 meses e incluso hasta un afio (Rodriguez Ferriy Crespo,
2000). Sin embargo, en ovejas es raro aislar la bacteria en leche en parideras
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posteriores a la del fallo reproductivo (Alton, 1990). Aproximadamente el 80 % de
las ovejas seropositivas a Brucella eliminan este patégeno en leche en aprox. 10°
UFC/mL (Rodriguez Ferriy Crespo, 2000). La excrecion vaginal en ovino, a menudo
observada tan sélo en el 50 % de los reactores (Rodriguez Ferri y Crespo, 2000) es
también mas limitada que en las cabras (Scientific Committee on Animal Health and
Animal Welfare, 2001). Esta diferenciacion ha de ser generalizada, existen
evidencias de una dilatada persistencia de la excrecion vaginal y/o en leche durante
dos o tres gestaciones posteriores al aborto brucelar en ovino (Tittarelli et al., 2005a).
Si la infeccién se establece de manera permanente en la glandula y/o linfonodos
mamarios se puede producir una excrecion constante o intermitente a través de la
leche, lo que también favorecerd la diseminacion y transmision de Brucella. Se
considera que aproximadamente en el 80 % de los rumiantes infectados, la bacteria
permanece localizada en la glandula mamaria y linfonodo supramamario (Blasco,
2010b). c) Semen. Los carneros pueden estar infectados con B. melitensis y sufrir la
enfermedad, sobre todo orquitis y epididimitis (Chand et al., 2002). Considerando
esta informacion y la excrecion del patdégeno por via vaginal en hembras infectadas,
se debe considerar que la monta puede suponer un riesgo para la infeccion de
animales no infectados (Rodriguez Ferri y Crespo, 2000). d) Orina, heces, secrecion
nasal. La posible excrecion por dichas vias las convierte en posibles fuentes de
infeccién que se deben considerar en el control de esta enfermedad, aunque de

manera secundaria (Alton, 1990).

2.2.1.5. Patogeniay signos clinicos

Tradicionalmente el género Brucella ha incluido bacterias patdégenas que no se
multiplican en el medio ambiente sino que se transmiten de hospedador a
hospedador, en los que se sitla intracelularmente excepto en la fase previa a su

diseminacion (Moreno et al., 2002).

A pesar de la patogenia, respueta inmune y signos clinicos causada por B. melitensis
puede variar en funcion de diversos factores dependientes del patdgeno (especie,
cepa, dosis, via de infeccion) y del hospedador (especie, edad, sexo, estado
fisiologico, inmunizacion previa, etc.) (Poester et al., 2013).
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La patogenia causada por B. melitensis en los pequefios rumiantes es muy similar a la
de B. abortus en el ganado bovino (Scientific Committee on Animal Health and
Animal Welfare, 2001).

La via de entrada mas importante en los pequefios rumiantes es la mucosa oral
(Poester et al., 2013), aunque las células M del intestino también han sido

identificadas como una posible via de acceso para B. melitensis (Paixao et al., 2009).

La respuesta inmune contra B. melitensis cuando invade el sistema digestivo tiene un
impacto limitado en su viabilidad (Paixao et al., 2009), posiblemente debido a la
accion de la propia bacteria: inhibiendo la secrecién de citoquinas, la presentacion de
antigenos, etc. (Gorvel y Moreno, 2002). B. melitensis, en el interior del hospedador
(opsonizada y no opsonizada), suele localizarse en el interior de fagocitos
mononucleares y polimorfonucleares localizados en la submucosa. La opsonizacion
por anticuerpos tiene un escaso impacto en la supervivencia intracelular de la
bacteria (Baldwin y Goenka, 2006).

Muchos mecanismos de virulencia de Brucella son aun desconocidos, aunque el LPS
es importante para su supervivencia en el interior del hospedador, previniendo la
activacion de la via alternativa del complemento (Lapaque et al. 2005). Las cepas
rugosas de Brucella podrian presentar una menor capacidad de supervivencia debido

a que poseen el O — PS defectuoso (Godfroid et al., 1998).

Es importante, la accion de ciertos compuestos antimicrobianos como la lactoferrina,
la induccion de citoquinas inflamatorias (TNF — a) y 6xido nitrico sintetasa (Jiménez
de Bagues et al., 2004).

Cuando los mecanismos inmunitarios consiguen destruir las bacterias, el complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase Il presenta los péptidos en la

superficie celular estimulando la respuesta inmune (Diaz Aparicio, 2013).

La Brucella, puede sobrevivir en el interior de células fagociticas: células dendriticas
y macréfagos y no fagociticas: epiteliales, trofoblastos placentarios (Roop et al.
2009). Una vez que se ha unido a células fagociticas no profesionales, B. melitensis
es internalizada mediante un proceso de fagocitosis mediada por receptores,
posiblemente activado por la propia bacteria, y cambios en el citoesqueleto de la
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célula hospedadora, mediados por el sistema de regulacion BvrR/BvrS (Lopez et al.,
2002).

Aproximadamente el 90 % de las bacterias son destruidas en el interior de
macréfagos y células dendriticas (Skendros y Boura, 2013). B. melitensis, podria
promover el fendbmeno de autofagia en los macréfagos infectados (Guo et al., 2012).
En el interior de la célula hospedadora estas bacterias se ubican en el reticulo
endoplasmico rugoso (RER) donde se multiplican siempre de una forma silenciosa
(sin interrumpir el ciclo y funciones celulares) e inhibiendo la apoptosis celular,
mediado por la cadena O del LPS (Jiménez de Bagues et al., 2004). A pesar de que
los motivos del tropismo de Brucella por el RER son desconocidos, se han propuesto
que la disponibilidad de metabolitos presente en este organulo seria atractivo para la
bacteria (Gorvel y Moreno, 2002).

El Sistema de Secrecion Tipo IV (T4SS), codificado por el locus virB, tiene un papel
fundamental en la evasion de la fusion con los lisosomas, permitiendo su persistencia
en el RER (Celli et al., 2003). El entorno donde sobrevive Brucella es acido debido a
la activacion de la bomba de protones ATPasa lo que evita la accion de muchos
antibacterianos (Pappas y Papadimitriou, 2007) facilitando su supervivencia

intracelular.

A través de la via linfatica, el patdgeno en el interior de los macréfagos, llega al
linfonodo méas cercano al punto de entrada (Ficht y Adams, 2009). Cuando la
replicacion de B. melitensis no es controlada, la bacteria destruye la célula e invade
otras células donde se replica de nuevo, también puede multiplicarse

extracelularmente en el interior del hospedador (Purcell et al., 2008).

Cuando la Brucella, sobrepasa las defensas, pasa a la circulacion sanguinea
produciéndose una fase de bacteremia de duracion variable, dependiendo de la via de
entrada, dosis infectiva, etc.; invadiendo preferencialmente el sistema reproductivo y
reticuloendotelial (Ficht y Adams, 2009).

Los mas susceptibles a la infeccion por B. melitensis son las hembras gestantes; este
patogeno tiene tropismo por la placenta invadiendo los trofoblastos eritrofagociticos

de los placentomas y los trofoblastos corioalantoideos donde produce necrosis,
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vasculitis y otras lesiones que resultan en la separacion de los trofoblastos y epitelio
uterino (Anderson et al., 1986) dando lugar al principal signo clinico de esta
patologia, la aparicion de abortos, generalmente durante los dos ultimos meses de
gestacion o nacidos débiles (Alton, 1985b). Se ha relacionado el tropismo de esta
bacteria por el utero de los rumiantes con la alta concentracion de eritritol presente
en este drgano (Keppies et al., 1965). Sin embargo, esta bacteria también se ha
aislado de Uteros de especies roedores en los que la concentracion de esta hormona es

baja (Rodriguez Ferri y Crespo, 2000).

B. melitensis, puede invadir diferentes 6rganos parenquimatosos y otros tejidos
dando lugar a diversos signos clinicos. Las lesiones causadas en los diferentes tejidos
y Organos no son patognomdnicas como en los ganglios linfaticos puede causar
lesiones granulomatosas (Adams, 2002) lo que dificulta el diagnostico de esta
enfermedad.

La infeccion por B. melitensis, puede dar lugar a nacidos viables o abortos en los que
no se puede aislar el agente causal (Alton, 1990). Los fetos abortados pueden
presentar ascitis y/o hidrotorax sanguinolento, esplenomegalia, hepatomegalia,
lesiones necrotizantes en cotiledones que se tornan de un color grisdceo y aspecto
pastoso (Poester et al., 2013). Cuando la infeccion se establece en otros organos,
puede causar placentitis necrotizante, lesiones necrotizantes en testiculos, epididimo
y glandulas anexas que evolucionan a granulomas, etc., dando lugar a una signologia

variada: orquitis, epididimitis, artritis y metritis (Adams, 2002).
2.2.1.6. Respuesta Inmune

La respuesta inmune contra Brucella esta supeditada al estado fisioldgico del
hospedador o virulencia de la cepa infectiva (Grillo et al., 2012); generalmente la
infeccién provoca respuesta inmune de tipo celular (Skendros y Boura, 2013),
también la respuesta inmune humoral es importante contra este patdgeno (Montaraz
y Winter, 1986). La respuesta humoral, es muy variable y puede pasar desapercibida
cuando se infectan animales sexualmente inmaduros o en hembras prefiadas hasta el
momento del aborto/parto (World Health Organisation et al., 2006). La respuesta

humoral estd mayoritariamente inducida por el LPS (Jiménez de Bagues et al., 1992).
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Los anticuerpos contra las proteinas de membrana tienen un bajo poder protector
contra la infeccion por B. melitensis debido posiblemente a que la mayoria de estas
proteinas quedan ocultas por el LPS (Cloeckaert et al. 2002).

La respuesta humoral se inicia aproximadamente dos semanas después de la
infeccion, predominando en fases iniciales la inmunoglobulinas (Ig) M y en una
segunda fase la 1IgG (Alton, 1990). En fases mas tardias se produciran IgA, en menor
proporcién y de manera irregular (Nielsen et al., 1984). En estados méas crénicos de
infeccion, las 1gG se convierten en el isotipo predominante (Alton, 1990). La Ig M,
es la principal responsable de los falsos positivos debido a reacciones cruzadas con
otras bacterias (Corbel, 1985) y la Ig G es el principal tipo de anticuerpo reconocido
por la mayorias de las pruebas seroldgicas (Nielsen et al., 2005). Los anticuerpos, el
complemento y algunas citoquinas, diferentes de interferon tipo gamma (IFN — ),
producidas por células Natural Killers (NK) podrian complementar la lucha contra
Brucella en las primeras fases de infeccion o multiplicacion extracelular de la
bacteria (Purcell et al., 2008).

La respuesta inmune celular es generalmente de tipo Thil, liderada por macrofagos y
linfocitos T y esta protagonizada principalmente por el IFN — y que es esencial en el
control de Brucella (Zhan y Cheers, 1993). IFN — vy, es producida principalmente por
linfocitos T CD4+ y CD8+ (Weynants et al., 1998), también se ha demostrado la
participacion de CD5+ en su produccion (Suraud et al., 2008). In vitro, el IFN — v,
estimula la activacion de los macrofagos promoviendo la produccion de especies

reactivas de oxigeno (Jiang et al., 1993), entre otros mecanismos celulares.

La respuesta inmune celular se desencadena principalmente por la accion de
proteinas de Brucella y igual que la respuesta inmune humoral, es variable y puede
no ser detectada (Scientific Committee on Animal Health and Animal Welfare,
2001).

2.2.1.7. Hospederos

Cabras y ovejas son los principales hospedadores de B. melitensis. Este patdgeno
puede infectar a individuos de todas las edades aunque Unicamente causa enfermedad

en adultos sexualmente maduros (Scientific Committee on Animal Health and
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Animal Welfare, 2001). Todas las razas de cabras se consideran susceptibles a la
infeccion; sin embargo, en el ovino se han observado importantes diferencias
asociadas a este factor: las razas de leche y aquellas de cola grasa (Sureste Asiatico y
Mediterraneo), se consideran mas susceptibles a la infeccién que aquéllas de aptitud
carnica, de raza Maltesa y tipicas de América del Sur (Alton, 1990). Tras la
recuperacion de la infeccion por B. melitensis, las ovejas suelen ser resistentes a
infecciones posteriores (Alton, 1990). Las corderas nacidas de madres infectadas
procedentes de rebafios crénicamente infectados suelen abortar con menos frecuencia
que aquéllas infectadas en rebafios sin historial de brucelosis (Scientific Committee
on Animal Health and Animal Welfare, 2001).

B. melitensis, es el miembro del género con menor especificidad de hospedador dado
su gran poder de adaptacion a diferentes especies, incluyendo no s6lo mamiferos sino
también ocasionalmente animales de sangre fria como Clarias gariepinus (el — Tras et
al., 2010). B. melitensis, ha sido aislada de diferentes especies de ganado, incluyendo
vacas (Kahler, 2000), cerdos (Borts et al., 1946), camellos (Godfroid, 2002) y
bufalos (Refai, 2002).

La infeccion de bovino por B. melitensis suele estar asociada a la presencia de
pequefios rumiantes infectados (Alton, 1990), por lo que su control es en los

pequefios rumiantes.

B. melitensis, no suele causar tormentas de abortos en el bovino, aunque puede ser
excretada a través de las ubres, por lo que la leche de vaca podria constituir una
fuente de infeccion para sus crias, incluso, para el hombre (Alton, 1990). Los
camélidos también han sido reconocidos como una posible causa de brucelosis
humana (The Center For Food Security and Public Health, 2009).

B. melitensis, puede infectar otras especies animales como perros y gatos que viven
en explotaciones con rebafios infectados, pudiendo actuar adicionalmente como

vectores mecanicos de este agente (Seleem et al., 2010).

Se ha descrito la presencia de B. melitensis en garrapatas (Ornithodorus) e insectos
(Stomoxys calcitrans) aunque su relevancia en la epidemiologia de la enfermedad no

parece ser decisiva (Rodriguez Ferri 'y Crespo, 2000)
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Se ha demostrado que los rumiantes salvajes presentan una baja seroprevalencia de
brucelosis, por lo que tampoco son esenciales en la transmisién de B. melitensis
(Munoz et al., 2010), sin embargo se debe mantener una vigilancia, sobre todo en
aquellas zonas donde se realiza un manejo artificial de esta fauna salvaje que pueda
conllevar ciertas situaciones epidemioldgicas en densidades elevadas que favorezcan
la transmisién del patégeno desde fauna salvaje a ganado doméstico como se ha
observado en Francia (Mick et al., 2014).

2.2.1.8. Control

La brucelosis es una enfermedad cuyo control s6lo puede ser abordado a través de la
estrategia integral de la sanidad animal y la salud publica (Plumb et al., 2013). Poco
después de la descripcion de la enfermedad, se puso de manifiesto la relacion directa
entre la brucelosis ovina y caprina y la enfermedad en humanos: la prohibicion del
consumo de leche cruda proveniente de cabras supuso un descenso drastico del
namero de casos de enfermedad entre los miembros de las tropas inglesas (Nicoletti,
2002). Por el contrario, los oriundos del lugar siguieron consumiendo la leche de
estos animales por lo que la brucelosis se perpetué como un grave problema de salud
para este sector de la poblacion (Rodriguez Ferriy Crespo, 2000). La principal fuente
de infeccion de B. melitensis para los humanos son los animales y/o productos

derivados de los mismos (Corbel, 1997).

La ausencia de una vacuna de eficacia probada en humanos (Domeénech et al., 2009),
hace que la principal medida de lucha contra esta enfermedad, sea el control del
patdgeno en animales (Zinsstag et al., 2005). La aparicién de casos de brucelosis
humana puede ser uno de los primeros indicadores de la presencia de la enfermedad
en la cabafia ganadera (Alton, 1990). Del mismo modo, el descenso de la incidencia
de enfermedad en personas puede servir como indicador del éxito de las camparias de

control de B. melitensis en ovejas y cabras (Blasco, 2010a).

En la lucha contra la brucelosis causada por B. melitenis, se han dedicado tiempo,
dinero y esfuerzo sin impacto, e incluso a veces, desalentadores; al contrario de la
brucelosis bovina causada por B. abortus. Esto es debido a factores inherentes a la
propia enfermedad: existencia de estados de latencia asociada a la ausencia de
respuesta humoral y medidas de control. Para la erradicacion de la enfermedad, no
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existe una prueba diagnostica que permitan identificar la totalidad de los animales
infectados (Adone y Pasquali, 2013). Existen factores asociados al patogeno como la
relativa inespecificidad de B. melitensis para infectar diferentes especies animales
(Alton, 1990) y la resistencia ambiental de esta especie bacteriana (Scientific
Committee on Animal Health and Animal Welfare, 2001) y a ciertas practicas de
manejo propias de la produccion de los pequefios rumiantes como la trashumancia,
aprovechamiento de pastos, etc. (Smits, 2013). Ademas, el control ha sido
tradicionalmente menos exhaustivo que el control de la brucelosis bovina, dado que
esta enfermedad ha estado asociada a la produccion de pequefios rumiantes propia de
zonas marginales y paises en vias de desarrollo (Blasco y Molina, 2011).

Existen tres medidas que son efectivas en su prevencion y control (Nicoletti, 2010):
a) Estrictas medidas higiénico sanitarias y de manejo

b) Diagnostico seroldgico unido al sacrificio de los animales reactores.

c) Vacunacion

2.2.1.9. Diagnostico

El sacrificio de los animales positivos, es un paso imprescindible ya que evita la
circulacion del patégeno y la infeccion de animales susceptibles. A pesar de que se
han descrito casos de curacion espontanea de un 10 — 15% de enfermos (Rodriguez
Ferri y Crespo, 2000); muchos animales infectados pueden quedar como portadores
silenciosos, recirculando el patdgeno y, en situaciones en las que desciende la

inmunidad, pueden dar lugar a los abortos.
2.2.1.9.1. Prueba de Rosa de Bengala

Se trata de una técnica de aglutinacion en porta que utiliza como antigeno células de
B. abortus S99 0 S1119 - 3 tefiidas con Rosa de Bengala al 1% (OIE, 2009b) y que
detecta principalmente IgM y IgG1 (Crespo, 1994). El antigeno esta tamponado con
un pH acido (3,65 £ 0,5) con el fin de limitar la aglutinacion debida a IgM vy
favorecer aquella asociada a 1gG1 incrementado asi la especificidad de la técnica
(Nielsen, 2002).
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El fundamento consiste en mezclar el antigeno con el suero problema y observar la
aglutinacién sobre un fondo de luz blanca en un tiempo de 4 minutos, durante el cual
deben realizarse movimientos circulares constantes, un tiempo mayor puede

conllevar la formacién de coagulos de fibrina (Poester et al., 2010).

El incremento de la cantidad de suero usado (75ul en vez de 25ul) provoca un
aumento tanto en la sensibilidad de la técnica como en su correlacion con los
resultados de la prueba de fijacion de complemento en ovino y caprino (Ferreira et
al., 2003).

La temperatura es uno de los parametros que deben controlarse para la conservacion
del antigeno y para la misma realizacion del test ya que los resultados pueden verse
afectados (Alton, 1990).

La principal caracteristica de esta técnica es su alta sensibilidad, lo que la hace muy
adecuada para determinar la presencia o ausencia de infeccion a nivel de rebafio
(OIE, 2009b). Sus bajos requerimientos técnicos, de infraestructura y de personal, la
rapidez en la obtencién de resultados y el bajo costo son algunas de las
caracteristicas que han hecho que esta herramienta diagndstica sea ampliamente

utilizada desde su descripcion.

Los principales inconvenientes que presenta estan relacionados con sus limitaciones

en términos de sensibilidad y especificidad en determinadas condiciones:

a)  Presencia de falsos reactores por interferencia con anticuerpos debidos a la
vacunacion con Rev. 1, aunque este problema se reduce considerablemente
cuando la vacunacion se realiza por via conjuntival (Jiménez de Bagues et al,.
1992).

b)  Presencia de falsos negativos por efecto prozona (Nielsen, 2002): ausencia de

reaccion antigeno — anticuerpo debido a un exceso de anticuerpos.

c)  Variacion de los valores de sensibilidad de la prueba a nivel individual en
funcion de la prevalencia de la enfermedad, sobre todo en ovejas (Blasco et al.,
1994a).
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Considerando las caracteristicas de esta técnica, en muchos paises se usa como
prueba de screening a nivel de rebafio (Blasco et al., 1994) cuyas reacciones positivas
deben ser confirmadas con alguna técnica adicional en ausencia de evidencias de
infeccidn. Sin embargo, en aquellas circunstancias en las que la infeccion ha sido
confirmada a nivel de rebafio esta técnica se puede utilizar en paralelo junto con la
técnica de Fijacion de Complemento (FC) con el fin de incrementar la probabilidad
de deteccién a nivel individual (Garin et al., 2006), pudiéndose observar en ocasiones
animales reactores a FC y negativos a RB, especialmente cuando la prevalencia de la
enfermedad es reducida (Blasco et al., 1994).

2.2.1.9.2. Técnica de Fijacion del Complemento (FC)

Esta prueba se basa en la capacidad del complemento, obtenido a partir de suero
cobayas, para lisar eritrocitos de carnero sensibilizados con hemolisina. Cuando
existen anticuerpos en el suero problema, éstos se unen especificamente a antigenos
de Brucella, formandose complejos antigeno — anticuerpo a los que se une el
complemento (Alton et al., 1988); la cantidad de complemento presente en la
reaccion disminuye, impidiendo su unién a la hemolisina y previniendo la lisis de
los eritrocitos afiadidos posteriormente. EI complemento del suero problema se
inactiva mediante calor a 56°C durante 30 — 60 minutos (Nielsen, 2002). Los
anticuerpos que participan en esta reaccion son IgM e IgG1l fundamentalmente
(Crespo, 1994). Existen dos variantes de la técnica: aquélla en la que la primera
incubacion se realiza a 37°C durante 1h (Hill, 1963) y otra en la que se realiza en frio
a 4°C durante 18hrs. (Mackinnon, 1963).

En condiciones de campo, la FC puede mostrar una menor sensibilidad que la prueba
del RB vy, al igual que ésta, presenta una mayor fiabilidad a nivel de rebafio que a
nivel individual (Rodriguez Ferri y Crespo, 2000). La sensibilidad esta directamente
relacionada con la fase de infeccidn en la que se encuentran los animales analizados:
en animales cronicamente infectados se han determinado valores de sensibilidad del
88.6% para la FC poniendo en duda la validez de esta técnica diagndstica a nivel
individual (Blasco et al. 1994). Sin embargo en animales clinicamente infectados

en una fase aguda, que han sufrido aborto debido a B. melitensis y en los que
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se observa excrecion de la bacteria, la sensibilidad puede alcanzar el 100% (Jiménez
de Bagues et al., 1992).

Los inconvenientes que presenta esta técnica se basan en la subjetividad de su
interpretacion, especialmente para titulos bajos, la complejidad de su realizacion y la
variabilidad de los reactivos, procedimientos, etc. (Garin et al., 2006). Hay que
considerar el potencial de actividad anticomplementaria que puede existir en el
suero, especialmente si procede de oveja (Alton, 1990), lo que puede conducir a la
aparicion de falsas reacciones positivas, si bien se ha intentado minimizar este
inconveniente con ajustes en el procedimiento de la técnica. Aunque se ha
especulado sobre su potencial valor para diferenciar animales vacunados e infectados
debido a la incapacidad de la prueba para detectar animales vacunados con Rev. 1 a
los 2 — 4 meses tras la vacunacion (Kolar, 1984).

En la préactica se ha comprobado que la FC presenta una especificidad relativamente
baja cuando se aplica en animales vacunados con Rev. 1 en los meses posteriores a la
inmunizacidn, especialmente si la vacunacion se realiza por la via subcutanea (Diaz
Aparicio et al., 1994), y en caso de animales sensibilizados con ciertas bacterias

como Y. enterocolitica O:9 (Garin et al., 2006).

La FC se ha usado ampliamente como técnica confirmatoria en los programas de

erradicacion y control de Brucelosis caprina (Garin et al., 2006).
2.2.1.10. Prevencion (Vacunacion)

En general, la vacunacion suele estar dirigida a los sujetos mas susceptibles a la
enfermedad con el fin de estimular las defensas del individuo. Sin embargo en
brucelosis, los animales objeto de vacunacion son los menos susceptibles a la
enfermedad (hembras primiparas no gestantes), mientras que la vacunacion esta
totalmente contraindicada en los animales mas susceptibles (hembras prefiadas)
(Nicoletti, 2010).

Se han expuesto las caracteristicas que deberia presentar la vacuna ideal contra la
brucelosis (Olsen, 2013):

a) Conferir inmunidad duradera y sélida en una sola dosis.
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b) Inducir inmunidad cruzada con especies del género Brucella.
c) Ser inocua para todos los individuos.

d) No producir interferencia diagndstica con las pruebas seroldgicas empleadas

tradicionalmente.
e) Avirulenta para el hombre y sin resistencia alguna a los antibioticos.
f)  No producir contaminacién ambiental.
g) Estable y econdmicamente viable.

La vacuna ideal propuesta, dista mucho de aquéllas disponibles. En brucelosis de los
pequefios rumiantes, la vacuna mas efectiva disponible es la Rev. 1 (Robinson,
2003), es eficiente en la prevencion del aborto y transmision de brucelosis, pero no
asi la prevencion de la infeccion y la seroconversion tras la exposicion a cepas de
campo (Olsen, 2013). El éxito de la utilizacion de una cepa viva en la inmunizacion
reside en el equilibrio entre una Optima colonizacion del hospedador que permita
inducir una proteccidn suficiente frente a cepas de campo y un indice de replicacion
limitado que minimice la virulencia de la cepa vacunal (Elzer et al., 2002). A pesar
de que no se conocen los parametros concretos para evaluar la proteccion inducida
por una vacuna contra B. melitensis, se ha demostrado que una vacuna eficaz frente a
B. melitensis debe estimular la respuesta inmune innata, activar las células CD8+ y

CD4+y generar una efectiva poblacion de células de memoria (Olsen, 2013).
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I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1.  Lugary fecha de ejecucion

El presente estudio se llevo a cabo en el Distrito de Tupac Amaru Inca de la
Provincia de Pisco. La Provincia de Pisco, es una de las cinco provincias que
conforman el Departamento de Ica, bajo la administracion del Gobierno Regional de
Ica. Fue creada mediante Ley del 19 de octubre de 1900. La denominacién de Pisco,
proviene de la voz quechua "pisqu", que significa pajaro o ave. Y los antiguos
pobladores le dieron este nombre debido a la existencia de numerosas aves que hay
en el mar tanto en el puerto, en la bahia, peninsula e islas. Cabe precisar que el 23 de
noviembre de 1640, la provincia de Pisco fue fundada por el virrey del Pert Pedro

Toledo y Leyva.

Distritos de la provincia de Pisco:

- Pisco - Paracas

- Huancano - San Andres

- Humay - San Clemente

- Independencia - Tupac Amaru Inca

El estudio se realiz6 desde Diciembre (2018) — Mayo (2019) en el Distrito de Tupac

Amaru.

Limites del Distrito de Tupac Amaru Inca:

- Al norte con la provincia de Chincha.

- Al este con el Departamento de Huancavelica.
- Al sur con la provincia de Ica.

- Al oeste con el océano Pacifico.
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3.2. Instalaciones utilizadas
- Establos para la crianza de caprinos (ver anexo 1).

- Laboratorio de inmunologia de la FMVZ — UNICA.

3.3.  Materiales, equipos y reactivos

Materiales:

Tubos al vacio (Vacutainer de 10 ml) y agujas Vacutainer.

Mezcladores (palitos de madera desechables).

Tips descartables de 20 — 200 uL.

Caja térmica con refrigerante.

Equipos:

- Refrigeradora.

- Micropipeta digital de precision con rango de medida de 20 — 200 uL.
- Aglutinoscopio.

Reactivos:
- Antigeno Rosa de Bengala (Cepa Brucella abortus 119 — 3 al 8 %, pH de 3,65 ).

3.4. Tipo de investigacion

Epidemioldgica, no experimental (Estudio prospectivo — transversal — de nivel

descriptivo).

3.5.  Metodologia de la investigacién

3.5.1. Poblacién de estudio:
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300 caprinos hembras sin vacunacion mayores de 3 meses de edad del Distrito de
Tapac Amaru Inca, el cual cuenta con 12 hatos de ganados caprinos con un total 575

animales. En el cuadro 1 se observan las procedencia de los animales.

Cuadro 3. Poblacion de estudio, segun los sectores del Distrito de Tupac Amaru
Inca de la Provincia de Pisco. Afio 2019.

Ne° Ganaderos Sectores Poblacion
Total %
1 Gavino Emilio Ballarte Bardales San Carlos bajo 20 6,67
2 Jhon Dany Olivares Melgar San Carlos bajo 15 5,00
3 Yoel Yauricaza Diaz San Carlos bajo 18 6,00
4 Yhon Edson Olivares Melgar San Carlos bajo 22 7,33
5 Edwin Iman Vidarte San Carlos bajo 23 7,67
6 Jose Yauricaza Curo San Carlos bajo 15 5,00
7 Joel Diaz Mansilla San Carlos alto 20 6,67
8 Nery Quispe Omonte San Carlos alto 30 10,00
9 Raul Nolberto Flores San Carlos alto 15 5,00
10 Saul Guadalupe Bravo San Carlos alto 21 7,00
11 Bryan Carpio Arellano San Carlos alto 28 9,33
12 Jeanpierre Torres Saravia Monte fuerte 73 24,33
Total 300 100,00

3.5.2. Extraccion de muestras de sangre

- Se realizo6 la asepsia a nivel de la vena yugular y se extrajo 3 a 4 mL. de sangre

(ver anexo 2).

- Se dejo reposar la sangre en tubos vacutaimer sin anticougulante en forma

inclinada para la coagulacién sanginea y liberacion del suero sanguineo.

- Se remitieron al laboratorio de Inmunologia de la FMVZ, 300 sueros sanguineos

almacenados en viales y conservados a temperatura de refrigeracion.
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3.5.3. Deteccion de anticuerpos contra Brucella melitensis

Se realizd mediante la prueba de la Rosa de Bengala, con una concentracion de
Brucella abortus, inactivada por calor y fenol, tiene una sensibilidad del 100 % y
una especificidad del 99,5 % (Rajme, 2017). Se emplea como prueba Tamiz, por ser
una prueba estandar para el diagnéstico de la brucelosis en el pais y como prueba
confirmatoria la prueba de Fijacion del Complemento.

3.5.3.1. Prueba de Rosa de bengala

Los sueros y el antigeno se temperaron al medio ambiente.

Se colocd75 uL de cada suero sobre los cuadrados del aglutinoscopio.
- Se adiciono, 25 uL de antigeno de Rosa de Bengala al costado de cada suero.

- Se mezclé el suero y el antigeno con los mezcladores, formando areas de

aproximadamente 2 cm de didmetro.

- Se agito el aglutinoscopio en circulos de sentido horario y antihorario durante 4

minutos a razon de 10 a 12 movimientos por minuto.

3.5.3.2. Lectura

- Serealiz6 a los 4 a 5 minutos como lo recomienda Sanchez (1996).
- Positivos (P), es considerado cuando se observa aglutinacion o grumos.

- Negativos (N), cuando no se observa aglutinacion o grumos.

3.6.  Variable en estudio

- Variable independiente: suero sanguineo de caprinos hembras de mas de 3 meses

de edad, en buenas condiciones sanitarias.

- Variable dependiente: presencia/ausencia de anticuerpos contra Brucella

melitensis.
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3.7. Andlisis estadistico

Para determinar la prevalencia de la Brucella melitensis en los caprinos, se empleo la

siguiente formula de la prevalencia de periodo:

P = Reactores positivos x 100

Total de la poblacion
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IV. RESULTADOS

La presente investigacion se realizd en el Distrito de Tdpac Amaru Inca de la
Provincia de Pisco durante el periodo Diciembre (2018) — Mayo (2019), con el
objetivo de determinar la prevalencia de Brucelosis caprina, debido a su
desconocimiento estadistico. Para la investigacion se consideraron a toda la
poblacién con el criterio de inclusién de caprinos hembras sin vacunacién mayores
de 3 meses de edad provenientes de 12 hatos con un total de 300 animales. Los

resultados de la prueba de rosa de bengala se muestra en el cuadro 2.

Cuadro 4. Resultados de la prueba de rosa de bengala, segun el Distrito de
Tupac Amaru Inca. 2019

Ne Ganaderos Poblacion Rosa de
bengala
Total % Positivo (%)
1 Gavino Emilio Ballarte Bardales 20 6,67 0/20 (0)
2 Jhon Dany Olivares Melgar 15 5,00 0/15 (0)
3 Yoel Yauricaza Diaz 18 6,00 0/18 (0)
4 Yhon Edson Olivares Melgar 22 7,33 0/22 (0)
5 Edwin Iman Vidarte 23 7,67 0/23 (0)
6 Jose Yauricaza Curo 15 5,00 0/15 (0)
7 Joel Diaz Mansilla 20 6,67 0/20 (0)
8 Nery Quispe Omonte 30 10,00 0/30 (0)
9 Raul Nolberto Flores 15 5,00 0/15 (0)
10 Saul Guadalupe Bravo 21 7,00 0/21 (0)
11 Bryan Carpio Arellano 28 9,33 0/28 (0)
12 Jeanpierre Torres Saravia 73 24,33 0/73 (0)
Total 300 100,00 00,00 (0)

De acuerdo al cuadro 3, el 100 % de las muestras resultaron negativas.
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V. DISCUSION

El 100 % (300/300) de las muestras de suero sanguineo resultaron negativos a la
presencia de anticuerpos contra Brucella melitensis cuyos resultados a nivel nacional
son similares a los reportados por los Distritos de Paramonga, Pativilca, Barranca y
Supe de la Provincia de Barranca, Lima; en los cuales se evaluaron 392 animales de
mas de 3 meses de edad y no vacunados contra Brucella mediante la prueba de
aglutinacion de Rosa Bengala. No se encontraron muestras positivas, posiblemente
debido al programa efectivo de control y erradicacién llevado a cabo desde 1997 por
el Ministerio de Salud y Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) (Garro et
al., 2005); sin embargo se obtuvieron menores resultados comparado a los reportes
entre los afios 2000 — 2002, en la Provincia del Callao: distrito del Callao obtuvieron
10/148 (6,8 %) de cabras positivas mediante la prueba de rosa de brengala y 0/27 (0
%) en Ventanilla; de los cuales 7 fueron confirmadas con el 2 — mercapto — etanol
(Taboada et al., 2005), a si mismo al estudio epidemiolégico realizado en los
Distritos de San Vicente, Nuevo Imperial y San Luis de la Provincia de Cariete
(Lima), en 385 cabras de 3 0 mas meses de edad procedentes de 21 hatos y no
vacunados contra Brucella, criadas bajo un sistema semi — estabulado, de los cuales
4/385 (1,04 %) fueron serorreactoras con la prueba Rosa de Bengala, y solo una fue
confirmada mediante la prueba de Fijacion de Complemento, dando una prevalencia
de brucelosis caprina de 0,26 + 1,04%. Esta baja prevalencia podria deberse al efecto
positivo del Programa de Control y Erradicacion de Brucelosis Caprina conducido
por el Ministerio de Salud del Peri (MINSA) y SENASA desde el afio 2 000 en la
provincia de Cariete (Toledo, et al., 2007).

A nivel internacional, comparado con Argentina, en la se realizo un estudio
epidemioldgico en 516 majadas caprinas 0 mixtas (caprinos/ovinos) de las 3 regiones
agroecologicas de la provincia de Formosa, Argentina. Mediante las pruebas de
aglutinacion en placa con antigeno tamponado y de fijacién del complemento en
suero sanguineo de 25 401 caprinos y 2 453 ovinos. Ademas, se realizaron cultivos
bacteriolégicos y PCR en muestras de leche de cabras de 3 majadas con brucelosis y
abortos recientes. Se detect6 brucelosis en 4 de los 9 departamentos de la provincia;
la prevalencia global fue del 2 % vy la intrapredial vario entre el 1 y el 40 %. La

proporcion de majadas positivas fue del 3,6, 12 y 36 % para las regiones este, centro
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y oeste, respectivamente. Se aislo Brucella melitensis bv. 1 de cabras por primera vez
en la provincia. La PCR amplific6 fragmentos esperados de 827 pb correspondiente
al gen omp2ab (Brucella spp.) y de 731 pb correspondiente al inserto 1S711 (B.
melitensis). La deteccion de anticuerpos en ovinos que cohabitan con caprinos
sugiere que las infecciones habrian sido causadas por B. melitensis, lo que constituye
un riesgo adicional para la salud publica. Los programas de control y erradicacion de
la brucelosis deberian considerar las majadas mixtas como una sola unidad
epidemioldgica. Los resultados indican que la brucelosis por B. melitensis bv. 1 es
altamente endémica en las regiones centro y oeste de la provincia de Formosa.
(Russo, et al., 2016).

Con respecto a Colombia, la seroprevalencia de brucelosis en 209 caprinos
procedentes de 10 predios y 120 ovinos de 4 predios de los municipios de Valledupar
(Cesar) y Coloso (Sucre), respectivamente. El diagndstico serolégico, se llevo a cabo
por la técnica de aglutinacion rapida en placa Rosa de Bengala y la técnica de ELISA
indirecta, para la deteccion de anticuerpos en caprinos y en ovinos. La
seroprevalencia de B. abortus, fue 1,2% (4/329) por la técnica de Rosa de Bengala;
estos sueros fueron evaluados por ELISA competitiva, resultando negativos. La
seroprevalencia de B. melitensis fue del 0%, lo que permitid establecer un riesgo
limitado y minimo, que concuerda con la notificacion nunca antes realizada en
Colombia. Estos hallazgos confirman la importancia de una vigilancia activa y

permanente en estas especies susceptibles. Tique et al., 2010).

En Mexico, entre los afios 2009 y 2012 en la Zona Centro del Estado de Veracruz en
14 municipios, se determin6 la seroprevalencia, los factores de riesgo (FR) y la
distribucién espacial de la brucelosis caprina para lo cual se incluyeron 572 animales
de 81 unidades de produccion (UP) seleccionadas por conglomerados. EI diagnostico
fue en serie con las pruebas de tarjeta (PT) como tamiz y de inmunodifusién radial
(IDR) como confirmatoria. La seroprevalencia se determind con el programa
VassarStats® y los FR, por razon de momios (RM). La seroprevalencia general fue
del 0,52 % (intervalo de confianza [IC] 95%: 0,13 — 1,65) y por UP del 2,47% (IC
95%: 0,43 — 9,46). Se identificaron como FR para la infeccién las UP en sistema
estabulado y la seroconversion a PT por vacunacion contra la brucelosis, y, como

factor protector, la vacunacion. La seroprevalencia y la distribucion de la brucelosis
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caprina son bajas y el sistema intensivo constituye un riesgo, lo cual es consistente
con los reportes que guarda la Secretaria de Salud sobre el bajo nimero de casos
humanos en el Estado de Veracruz (Roman et al, 2017).

Con respecto a la salud publica, en Brasil, se determino la seroprevalencia de la
Brucella spp, 455 personas entre 18 y 64 afios de edad voluntarios fueron sometidas
a las pruebas de antigeno acidificado tamponado, como tamizaje; inmunodifusion en
gel de agar, pruebas de seroaglutinacion lenta en tubos y 2 — mercaptoetanol, como
confirmatorias. EI 1,98 % reaccion6 al antigeno acidificado tamponado, el 2,85 %
reacciond a la inmunodifusion en gel agar; y el 1,54 %, a las pruebas de
seroaglutinacion lenta en tubos y 2 — mercaptoetanol. La prevalencia de la Brucella
spp representada por las dos ultimas pruebas fue del 4,4 %. Los resultados de esta
investigacion sugieren que la poblacion que ha sido estudiada se encuentra expuesta

a la infeccion por Brucella spp (Cavalcanti et al., 2015).
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VI. CONCLUSIONES

La prevalencia de Brucelosis caprina en el Distrito de Tupac Amaru Inca de la

Provincia de Pisco fue de 0 %.

La baja prevalencia podria deberse al efecto positivo del Programa de Control y
Erradicacion de Brucelosis Caprina conducido por el Ministerio de Salud del
Per( (MINSA) y SENASA.

VIl. RECOMENDACIONES
Mantener la vigilancia epidemiologica de la Brucelosis caprina a nivel nacional.

Educacion a los criadores para mejorar el manejo y sanidad de sus animales y

alertar en caso de sospecha de Brucelosis.

En salud publica, realizar estudios sobre la prevalencia de Brucelosis.
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Anexo 5. Prueba de rosa de bengala: resultados
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