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Introducción

La Brucelosis es una antropozoonosis vinculada sin excepción con los animales
domésticos y silvestres (Nicoletti, 1989), y de amplio impacto socioeconómico a nivel mundial,
pese a las campañas de control y erradicación desarrolladas durante la segunda mitad del
siglo XX. La enfermedad persiste, en ocasiones con virulencia, desafiando el trabajo de los
sistemas de salud pública de multitud de países, tanto desarrollados y como en vías de
desarrollo (Corbel, 1989; Acha y Szyfres, 2001; Nicoletti, 2002). Aunque otras especies del
género Brucella son también patógenas para el ser humano, la infección por B. melitensis es,
incuestionablemente, responsable del mayor número de casos, y con frecuencia de los casos
más graves de la Brucelosis humana (Orduña-Domingo y col., 2001).

La Brucelosis ovina, causada por B. melitensis, es esencialmente una enfermedad
infectocontagiosa aguda de las hembras preñadas, que se manifiesta por abortos a finales
de gestación, casi único síntoma apreciable (Alton, 1985). La infección puede afectar sin
embargo, con relevancia epidemiológica diversa, a una notable proporción de los individuos
del rebaño, con independencia de su edad, sexo, o estado productivo. La enfermedad no
suele recidivar (Alton, 1985; 1990), aunque la infección sí puede hacerse crónica, y el
patógeno a persistir en el rebaño en una proporción no bien definida de portadores
asintomáticos (Alton, 1990). Aunque este perfil de infección es similar en la cabra, la
Brucelosis cursa en esta especie con particularidades (Alton, 1990; Comité Científico de
Sanidad y Bienestar Animal, 2001), que no serán tratadas aquí.

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

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

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

Las características morfológicas del género son las de coco, cocobacilo o bacilo
corto con un tamaño de 0,5-0,7 por 0,6-1,5 micrómetros. Se visualizan aislados o en
parejas, y excepcionalmente en pequeños grupos, con respuesta negativa a la tinción de
Gram, pero positiva a la de Stamp. Son inmóviles y sin cápsula. En el manual de referencia
de Alton y col. (1988) podemos encontrar una amplia descripción de sus características
microbiológicas. Aún siendo aerobias muchas cepas requieren 10% CO2 suplementario
para su crecimiento especialmente en los aislamientos primarios. Su temperatura óptima
de crecimiento es de 37 ºC aunque también se multiplica  en un rango de 20 ºC a 40 ºC.
En medio sólido las colonias requieren de 48 a 72 horas para ser visibles, y alcanzan su
máximo desarrollo a los 4 – 5 días de incubación.

Una característica peculiar de este género, especialmente en B. melitensis, es su
capacidad, en determinadas condiciones disgenésicas de conservación o cultivo, de
disociación o transformación de colonias de superficie S (smooth o lisas) -estado normal
de las especies B. melitensis, B. abortus y B. suis- a cepas R (rough o rugosas) – estado
normal de B. ovis y B. canis-. Estos cambios se asocian generalmente con variaciones
de la virulencia, características serológicas y de sensibilidad a los fagos.

La estructura antigénica es básica para el desarrollo de pruebas de diagnóstico
serológico, puesto que incluye los determinantes que inducen la respuesta inmune durante
la infección. Como especie bacteriana Gram negativa dispone de una compleja pared celular
compuesta por membrana interna y externa separadas por un espacio periplasmático. En
dicha membrana externa hallamos como en otros Gram negativos: fosfolípidos, proteínas y
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lipopolisacárido (LPS). El LPS es el antígeno inmunodominante en las pruebas de detección
serológica, y fundamentalmente la fracción denominada cadena O. El LPS está formado
por el Lípido A, insertado en la membrana externa pero sin quedar expuesto en su superficie
y por ello con menor relevancia diagnóstica, y un polisacárido expuesto hacia el exterior
compuesto a su vez de un núcleo interno y la cadena O.

Esta cadena O contiene los epítopos determinantes en las pruebas serológicas
basadas en la detección del LPS de las especies lisas (S-LPS). Estructuralmente es un
homopolímero lineal de N-formil-perosamina en enlaces a (1,2) y/o α (1,3). Se describen
tres tipos de epitopos mediante sueros monoclonales: A (5 o más azúcares en α-1,2); M
(contiene enlace α-1,3) y C o común (4 o menos enlaces con α-1,2) (Moriyón, 1994;
Zygmunt y col, 1994a). Estas reacciones nos permiten el serotipado de las Brucelas
lisas, pero tienen menor importancia en el diagnóstico serológico debido a que los
anticuerpos circulantes producidos en la infección reconocen el epitopo común C, no
siendo posible distinguir el serotipo (AC de B. abortus; MC de B. melitensis).

Por ello, según Moriyón (2001), es irrelevante el origen (B. abortus o B. melitensis)
de los antígenos empleados en el diagnóstico, aunque Díaz-Aparicio y col. (1993) señalan
una posible mayor sensibilidad en el diagnóstico de Brucelosis ovina utilizando antígenos
obtenidos directamente de B. melitensis. En las pruebas serológicas habituales se
emplean, por tanto, suspensiones celulares de B. abortus, en Europa la cepa S19, o sus
extractos enriquecidos de LPS, según preconiza el Reglamento 535/2002 de la Comisión
Europea y el Manual de la OIE (2004b).

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

Otros determinantes antigénicos parecen menos eficaces en la inducción de la
respuesta inmune detectable. Destacan: el Hapteno Nativo (HN), químicamente idéntico
a la cadena O (Marín y col., 1999); proteínas de membrana externa (Zygmut y col.,
1994a; 1994b) y antígenos citosólicos (Debbarh y col, 1996a; 1996b; Letesson y col.,
1997; Cloeckaert y col., 2001). La detección de la inmunidad celular mediante el diagnóstico
alérgico utiliza el denominado «test de la brucelina» (Jones y col., 1973) y emplea antígenos
citoplásmicos de B. melitensis cepa rugosa B-115 (Blasco y col., 1994b). Para la detección
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de esta misma respuesta mediante la prueba in vitro del interferón gamma se han ensayado
tanto antígenos de superficie como del citosol (Durán-Ferrer y col., 2004).

Patogenia y cuadro clínico de la Brucelosis ovina

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

Este desequilibrio provoca la enfermedad cuyo principal síntoma es el aborto o
el parto prematuro. Puede acontecer un parto normal, con excreción del patógeno
(parto infeccioso), de especial relevancia epidemiológica (Alton, 1990). La variedad de
respuestas es muy amplia, dependiendo de múltiples factores como la biovariedad,
cepa, dosis y la vía de infección del patógeno, y el sexo, edad y estado reproductivo e
inmunitario (vacunado o no vacunado) del animal. Desde la enfermedad aguda hasta
situaciones crónicas de latencia. La colonización del germen se puede prolongar a lo
largo de toda la vida del animal en estados de portador inaparente, pero también se han
descrito situaciones de curación (Enright, 1990).

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

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

B. melitensis es la especie del género Brucella con mayor capacidad invasiva y de
multiplicación (Corbel y Morgan, 1984) siendo con mucha diferencia la que produce los síntomas
más acusados en la especie humana  (Corbel, 1997). No se conocen manifestaciones clínicas,
epidemiológicas o lesionales diferentes según las biovariedades de B. melitensis (1, 2 ó 3)
aisladas en cada caso (Garín-Bastuji y col., 1998). El microorganismo no sólo se desarrolla en
el animal adulto sino que, como señala Enright (1990), las lesiones en el feto indican que el
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curso de la patogenia en éste sería idéntico a la del adulto, con la diferencia de su incapacidad
inmunológica para contener la multiplicación, y esto le conduce a la muerte.

Penetran en el organismo atravesando la mucosa conjuntival, oral, faríngea, intestinal,
vaginal y prepucial e incluso por la piel, sobre todo lesionada. Una vez traspasada la mucosa,
el germen es transportado por vía linfática, tanto en el interior como en el exterior de los
macrófagos y otras células, a los linfonódulos regionales donde perviven en las células del
sistema mononuclear fagocitario por un largo período de tiempo. En los linfonódulos se observa
hiperplasia e inflamación granulomatosa. Si estos mecanismos defensivos fracasan, entonces
se produce (entre los días 10 y 22 post infección) la diseminación por el torrente sanguíneo
hacia otras localizaciones. Estos periodos  intermitentes de diseminación puede prolongarse
durante un período variable, entre 30-45 días, aunque algunos autores (Barberán y Blasco,
2002) lo prolongan varios meses. Coincide con el estado febril del animal, y es el período
adecuado para que la reacción inmunológica reduzca la carga bacteriana.

La diseminación sanguínea se continúa en la fase de colonización y estabilización de
la infección en una localización aislada. Ésta dependerá del especial tropismo del germen por
determinados órganos; la más destacada, según Alton (1985), es la mama donde al persistir
a lo largo de varias gestaciones mantendrá la infección en el rebaño; también el útero grávido,
desde donde podrá atravesar la barrera placentaria, colonizar distintos tejidos fetales y provocar
en definitiva su principal manifestación clínica: el aborto. Numerosos animales presentan con
el tiempo una infección crónica y se convierten en portadores asintomáticos potencialmente
eliminadores de gérmenes en el caso de las cabras y raramente en ganado ovino donde la
excreción tiende a remitir (Comité Científico de Sanidad y Bienestar Animal, 2001).

La virulencia parece depender de la existencia de LPS (Corbel, 1997) y son raras las
infecciones persistentes por cepas rugosas. Los fenómenos que tienen lugar durante la
penetración de la bacteria en las células del hospedador, así como los mecanismos de
inhibición de su destrucción en el interior de la misma son objeto prioritario de la investigación
actual (Kusumawati y col., 2000). Las células colonizadas son mayoritariamente macrófagos
(Ko y Splitter, 2000) estando este fenómeno muy estimulado por la opsonización con
inmunoglobulinas, aunque también son fagocitadas las Brucelas no opsonizadas. Una vez en
el interior de la célula inmunitaria se inicia la lucha por destruir al germen. Las Brucelas deben
resistir el ambiente hostil del fagosoma donde el bajo pH, la escasez de nutrientes y la baja
tensión de oxígeno (Ko y Splitter, 2000) las destruirían si no contasen con una gran variedad
de mecanismos de supervivencia que además deben inhibir la fusión del fagosoma con el
lisosoma. Letesson y col. (2002) mencionan la paradoja de que las Brucelas se ocultan de
las células del sistema inmune en el propio interior de las mismas, y con mucha eficacia.
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Se desarrolla una respuesta inmunitaria de carácter humoral y celular que provoca
síntesis de citoquinas inductoras de la proliferación y diferenciación en clones de linfocitos
que se expanden posteriormente. La respuesta en síntesis de anticuerpos puede detectarse
entre las 2 – 4 semanas post infección (Alton, 1990; Durán-Ferrer, 1998) aunque es
transitoria y muy variable, incluso puede estar ausente, sobre todo en animales
sexualmente inmaduros. El patrón de respuesta es similar al del ganado vacuno, con un
predominio inicial de IgM seguido a la semana o quince días de un predominio de IgG.
Ambas declinan al cronificarse el proceso, predominando en este caso la IgG (Comité
Científico de Sanidad y Bienestar Animal, 2001).

La especial predilección del género Brucella por el útero de los mamíferos ha tratado
de ser explicada por la existencia de una elevada concentración de eritritol en el útero grávido
de rumiantes y suinos (Keppies y col., 1965). Sin embargo este hecho se contradice con la
proliferación de Brucella en el útero de especies en la que la concentración de eritritol es baja
(Bosseray, 1984). Otros autores (Enright, 1990) señalan como responsables de la especial
predilección por el tejido uterino a la gran cantidad de hormonas y proteínas secretadas por el
trofoblasto coriónico que actuarían como estimulantes del crecimiento bacteriano. Las lesiones
más características del útero infectado son las propias de una placentitis de tipo necrótico
con gran número de cotiledones afectados (Crespo, 1994; Durán-Ferrer, 1998). En el feto se
observan gran número de lesiones en los órganos de ambas cavidades torácica y abdominal
(Gorham y col., 1986).

La consecuencia de las lesiones es el aborto, principal y frecuentemente única
manifestación clínica de la infección (Alton, 1990), normalmente en el último tercio de la
gestación o bien mortinatos a término, aunque también pueden nacer animales vivos y
morir a las 24 horas extremadamente débiles. La probabilidad de un aborto en las siguientes
gestaciones es muy baja. En caso de infectar hembras no grávidas, éstas difícilmente
abortarán en la siguiente paridera, lo que explica la mayor incidencia de abortos en rebaños
recién infectados frente a aquellos en los que la infección es enzoótica (Comité Científico
de Sanidad y Bienestar Animal, 2001). Si la infección se produce muy al final de la
gestación raramente se observa el aborto, pero no puede descartarse la posibilidad de un
parto «infeccioso».

Son mencionadas como causas más probables del aborto la dificultad en el desarrollo
correcto de la nutrición fetal por el daño vascular y la isquemia que se produce, así como el
impedimento de la retirada de productos tóxicos del metabolismo fetal (Moriyón y Ulevitch,
1978). La elevación del nivel de cortisol como respuesta al estrés produciría en último término
la liberación de prostaglandina PGF 2 α, hormona fuertemente abortiva.
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También hallamos lesiones focales granulomatosas con infiltrado de macrófagos,
linfocitos, células plasmáticas y neutrófilos en mama, bazo, hígado, testículo, epidídimo y
glándulas sexuales accesorias (Barberán y Blasco, 2002) y con menor frecuencia en médula
ósea, huesos, corteza renal, y membranas sinoviales (Durán-Ferrer, 1998). La infección se
perpetúa en la glándula mamaria, linfonódulos retromamarios y genitales (Fensterbank, 1987).
La inflamación de la mama reduce la producción láctea aunque raramente conduce a una
mamitis clínicamente detectable. Entre las lesiones producidas en el morueco destacan:
orquitis, epididimitis, vesiculitis y prostatitis pudiendo derivar el proceso en una esterilidad
temporal o permanente.

Epidemiología de la Brucelosis ovina

La epidemiología de la Brucelosis en ganado ovino es muy compleja. Los largos
períodos de silencio serológico y las recidivas cíclicas en el rebaño, así como la transmisión
vertical y el carácter de portador crónico de muchos animales han dificultado enormemente
la comprensión de la evolución de la infección en el rebaño. La capacidad de evadir los
sistemas defensivos orgánicos ha llevado a Letesson y col. (2002) a denominar al género
Brucella como ese «horrible bicho furtivo» (furtive nasty bug).

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

Sin lugar a duda, la infección en el rebaño tiene como origen la incorporación de
animales enfermos o portadores inaparentes foráneos. En un rebaño no inmunizado el
proceso se inicia con carácter «explosivo», con una frecuencia muy elevada de abortos,
entre el 10% y el 16 %, en la primera paridera (Crespo, 1994). En posteriores períodos
reproductivos el fenómeno abortivo suele atenuarse dado que la oveja no suele abortar
más que una vez (Alton, 1985; Durán-Ferrer, 1998), aunque Barberán y Blasco (2002)
señalan la posibilidad de dos abortos consecutivos. Con intervalos de 3 a 4 parideras se
suceden incrementos en el porcentaje de abortos en el rebaño hasta cifras similares a
las de la primera vez, sobre todo en aquellos de estabulación nocturna y hacinamiento
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(Blasco, 1990). Este hecho es debido a un mantenimiento constante del ciclo de infección
estre los animales excretores del patógeno y las ovejas en periodo de susceptibildad. No
obstante este ciclo de infección se atenúa notablemente cuando los animales están
vacunados con Rev.1 (Alton, 1990)

Los animales del rebaño ovino susceptibles a la infección (Alton, 1990) son las
hembras gestantes a partir del segundo tercio de la gestación. Las hembras no gestantes
no sufren la enfermedad clínica. Una proporción de animales no bien definida pueden
quedar como portadores latentes del germen. Los corderos neonatos serían resistentes
a la infección (Alton, 1985) por lo que la leche, a pesar de contener una elevada
concentración de Brucelas durante dos meses tras el parto (Alton, 1985), no representaría
un gran riesgo en la transmisión vertical. Sin embargo, la leche sí podría jugar un papel
importante como fuente de infección en la transmisión horizontal entre hembras lactantes
a partir de prácticas de ordeño no higiénicas, especialmente en el ordeño manual (Minas,
comunicación personal, 2000). La transmisión vertical de la madre al cordero está
documentada aunque se desconoce en qué medida este mecanismo participa en el
mantenimiento de la infección en el rebaño. Los estudios realizados por Grilló y col.
(1997), así como el conocimiento de que un 10 % de los terneros seronegativos nacidos
de madres infectadas o consumidores de leche contaminada desarrollan la enfermedad
una vez llegan a ser adultos (fenómeno de latencia citado por Nicoletti, 1986), podrían dar
importancia epidemiológica a la población de animales jóvenes.

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

La fuente principal de gérmenes son los productos del aborto - feto, anejos fetales
y líquido amniótico donde se detectan hasta 1011 ufc/g en los cotiledones (Crespo, 1994)
y 1011 ufc/g en el fluido alantoideo (Alton, 1990). El exudado vaginal contiene una
concentración elevada de gérmenes durante las semanas siguientes al aborto o parto
infeccioso (Durán-Ferrer, 1998; Alton, 1990) pudiéndose prolongar hasta dos meses
(Jiménez de Bagüés y col., 1989). Blasco (1990) considera ésta la vía principal para el
mantenimiento de la infección en el rebaño. La leche presenta una notable concentración
de Brucelas, aunque sería notablemente inferior a la descrita para el exudado vaginal y
para los restos de aborto. La excreción puede continuar en partos posteriores, incluso
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durante 140 - 180 días en ovejas tras abortar (Alton, 1985). Otras vías de excreción como
son la orina, sudor, heces, secreciones nasales o semen serían de mucha menor
importancia (Crespo, 1994).

Las Brucelas excretadas por las distintas vías, antes de contagiar a otros individuos,
son capaces de resistir las condiciones medioambientales. La luz solar las inactiva
rápidamente pero en ciertas condiciones de humedad y temperatura y en el sustrato
adecuado presentan elevadas tasas de viabilidad durante meses (Blasco, 1990; 2002).
Un estudio pormenorizado de la resistencia del germen en distintos sustratos y condiciones
ambientales se encuentra en la revisión que realizó el Comité Científico de Sanidad y
Bienestar Animal (2001) y es descrito además por otros autores (Nicoletti, 1986; Crespo,
1994). Se mantiene viable también en los pastos, por lo que las técnicas de nomadeo,
transhumancia y pastos compartidos con especies silvestres o domésticas son
consideradas factores importantes para la entrada y mantenimiento de la infección en el
rebaño. Tras el despoblamiento de rebaños en proceso de erradicación, debe someterse
los pastos de la explotación a una sistemática de desinfección y de reposo antes de
introducir nuevos animales.

Las formas de transmisión principales son por ingestión y por inhalación. La
penetración en los animales susceptibles se verá favorecida por condiciones ambientales
de temperatura, baja luminosidad, humedad y falta de ventilación, elementos todos ellos
que permiten la supervivencia en elevadas concentraciones del germen (Blasco, 1990). Por
ello, es frecuente la inhalación de polvo altamente contaminante por vía aerógena (Alton,
1985) y con mayor profusión en los corrales y dehesas de nuestros climas secos (Crespo,
1994). La ingestión de material contaminado puede producirse por la contaminación del
alimento, pero también por el lamido de fetos y material fetal. También influyen los hábitos
de autolimpieza, así como el aprovechamiento de pastos o aguas contaminadas (Crespo,
1994). Otros mecanismos de transmisión a considerar son el contacto directo, penetrando
el germen por las mucosas o la piel. La vía conjuntival de infección puede ser importante en
condiciones de hacinamiento, que suele además discurrir paralela a la vía respiratoria.

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

Es frecuente que los veterinarios implicados en las campañas de saneamiento
precisen información sobre las medidas de bioprotección más adecuadas. Creemos
importante señalar que el mayor riesgo se hallaría en la toma de muestras en locales
oscuros y mal ventilados con hacinamiento y bajo nivel higiénico. Como equipos
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de protección individual (EPI) necesarios citaremos una vestimenta y calzado
apropiado, guantes, gafas de protección, gorros que cubran los oídos y mascarilla
con filtro para partículas (son mucho más eficaces las máscaras de faciales de
protección total con filtros para partículas). Sobre medidas de protección cuando
se trabaja con Brucelas puede consultarse también los manuales de referencia
(Manual de la OIE, 2004c).

Diagnóstico de la Brucelosis ovina

El diagnóstico es uno de los pilares fundamentales de los planes de lucha, y de su
calidad podrá depender directamente la eficacia de éstos (Dubray, 1985). En los pequeños
rumiantes, la única manifestación clínica que puede estar presente en un rebaño infectado
es el aborto que también puede tener otros orígenes (Zarzuelo, 1978). Esto invalida el
simple diagnóstico clínico de la enfermedad que deberá basarse por tanto en las pruebas
de diagnóstico de laboratorio.

Existe un acuerdo general entre los diferentes autores en que el único diagnóstico
inequívoco es el aislamiento y tipificación bacteriológica (Alton y col., 1988; Blasco,
2002; Crespo, 1994). El Manual de la OIE (2004b) señala que, si bien esto es cierto, son
métodos poco prácticos para aplicar de forma masiva en campañas de lucha contra la
enfermedad en condiciones de campo. Por ello es necesario acudir a técnicas indirectas
de diagnóstico, fundamentalmente serológicas, que deben interpretarse siempre a la luz
de los datos clínicos, bacteriológicos y epidemiológicos (Blasco y Gamazo, 1994).

La especial epidemiología de la infección brucelar, con períodos variables de latencia
y un número significativo de animales portadores inaparentes, así como la patogenia
marcada por el carácter de germen de vida intracelular facultativa, y la evolución temporal
que sufre la respuesta inmune en hospedador complican enormemente la elección de
una técnica concreta para el diagnóstico indirecto. En esta decisión no sólo se debe
considerar la especificidad y sensibilidad de la técnica, sino también la rapidez, simplicidad
y economía que haga factible su uso sobre amplios censos de ganado. Ello es aún más
relevante en aquellos países de recursos limitados en que posiblemente la única opción
real son las técnicas sencillas y de bajo coste.

Ninguna técnica presenta un 100 % de sensibilidad y especificidad en todas las
situaciones epidemiológicas, por lo que idealmente deberían combinarse varias pruebas
serológicas y recurrir al diagnóstico bacteriológico para confirmar o descartar la infección
cuando esta información serológica no es concluyente (Manual de la OIE, 2004b).
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Por su parte, los métodos de detección del germen basados en técnicas de biología
molecular necesitan del adecuado refinamiento para poder ser aplicados en la detección
de Brucelas sobre muestras de tejido.

Diagnóstico directo

El objetivo del investigación bacteriológica es demostrar la presencia del patógeno
en los órganos del animal, y es generalmente aceptado que es el único diagnóstico
inequívoco de la infección. Debe ser por tanto la técnica de referencia para validar cualquier
método de diagnóstico inmunológico. El enorme número de muestras a procesar en una
campaña de saneamiento, la complejidad técnica, su elevado coste, la necesidad de
personal muy especializado, la laboriosidad de su ejecución, y el riesgo sanitario para
los analistas hacen que su aplicación sea limitada (Blasco y Gamazo, 1994). Sin embargo,
estas técnicas deben incorporarse de manera paulatina en las fases finales de los
programas de erradicación como apoyo en aquellos casos en que la serología no sea
concluyente (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación, 2003).

En el diagnóstico de la Brucelosis en la especie humana se considera la sangre en
hemocultivo como el tejido de elección para el aislamiento, ya que el diagnóstico
normalmente se realizará en estados febriles y septicémicos (Elberg, 1984). En ganado
ovino la sangre es poco útil como sustrato diagnóstico (Crespo, 1994) debido al reducido
período de bacteriemia y a la imposibilidad práctica de evaluar el estado febril de los
animales. Corbel y Morgan (1984) señalan que se puede aislar Brucelas  prácticamente
de cualquier órgano aunque la mayor recuperación de la bacteria se obtiene en los
productos del aborto.

En el caso de intentar determinar la etiología del aborto, los tejidos de elección
son claramente los productos de éste. Feto y placenta contienen gran cantidad de gérmenes
viables (Alton, 1990; Marín, 1998; Crespo, 1994; Manual de la OIE, 2004b) siendo posible
su aislamiento a partir de cotiledones placentarios y membranas fetales así como a partir
de diversos órganos del feto (contenido estomacal, pulmón, hígado, bazo). De los exudados
que siguen al aborto también es posible aislar fácilmente Brucelas.

Tras el aborto o parto se produce un largo período de excreción de Brucelas en el
exudado vaginal. El flujo vaginal, recogido con escobillón estéril y medio de transporte,
es la muestra más recomendada por los distintos autores (Crespo, 1994; Marín y col.,
1996b; Marín, 1998) que señalan como ventajas: su seguridad higiénica, la flexibilidad
al diagnosticar otras causas de aborto como los producidos por Salmonelas y Clamidias,
la sensibilidad, al existir la posibilidad de excreción sin infección fetal (Marín, 1998), la
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persistencia y continuidad de la excreción desde los 15 días hasta los 2 meses
posteriores al aborto (Jiménez de Bagüés y col., 1989; Alton, 1985; Alton, 1990; Barberán
y Blasco, 2002) y por último, la posibilidad de identificarse claramente a los animales
más peligrosos epidemiológicamente (Crespo, 1994). Los estudios de Durán-Ferrer (1998)
mostraron que en animales vacunados e infectados posteriormente la excreción es
menos intensa y duradera.

La posibilidad de detectar Brucelas en la leche y calostro de las hembras abortadas
o paridas está ampliamente documentada (Corbel y Morgan, 1984; Marín y col., 1996b;
Alton 1990; Manual de la OIE, 2004b). Se ha señalado que el período de excreción por
leche es de 15 a 60 días, pero a veces es nulo o intermitente y menos abundante en
animales vacunados lo que puede reducir su sensibilidad (Crespo, 1994). A pesar de ello,
Garín-Bastuji y col. (1998) concluyen que el muestreo de ambos fluidos, leche y secreción
vaginal, es la técnica más adecuada para el diagnóstico etiológico «in vivo». Otros tejidos
menos importantes serían, en el macho, el semen y su muestreo con escobillón prepucial
(Corbel y Morgan, 1984; Manual de la OIE, 2004b).

El escaso número de estudios al respecto hacen difícil determinar en qué órganos
del animal adulto sacrificado, independientemente del hecho clínico del aborto, será más
probable aislar el germen. Alton y col., (1988) señalan dos condicionantes: el bajo número
de gérmenes por muestra y la elevada contaminación de las mismas que inhibe las
Brucelas al ser éste un género de crecimiento lento. Marín y col. (1996a) señalan la
relación entre fase patocrónica y órgano seleccionado para el aislamiento. Así en fases
crónicas se acantona en células del sistema mononuclear fagocitario como los linfonódulos
o bazo donde será más probable su aislamiento.

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

En cualquier caso los órganos citados mayoritariamente en la bibliografía son bazo,
linfonódulos (ilíaco, supramamario, crural, parotídeo, submaxilar, retrofaríngeo, cervical
superficial y mesentérico), mama, útero, médula ósea, testículo, epidídimo y glándulas
accesorias. Para algunos, el útero no resulta interesante debido al mayor grado de
contaminación y a la reducida persistencia del germen en este órgano, aunque en animales
recién abortados su investigación posee indudable interés. Marín y col. (1996b) señala el
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mayor porcentaje de aislamientos en la mama y los linfonódulos retromamarios. Nosotros
hemos detectado en distintas situaciones epidemiológicas que serían la mama y su linfonódulo
los tejidos más recomendables para el diagnóstico microbiológico de la Brucelosis en el
rebaño, si se muestrea animales en número suficiente (Álvarez, 2004).

Brucella crece en medios ordinarios como agar sangre, agar triptosa, agar tripticasa
soja y suero dextrosa agar. En el primer aislamiento, ante la posibilidad de una elevada
contaminación de las muestras con gérmenes de crecimiento más rápido, deben utilizarse
medios selectivos (Alton y col., 1988; Blasco y Gamazo, 1994; Barberán y Blasco, 2002)
que contengan antibióticos inhibidores o colorantes bacteriostáticos. Los dos medios sólidos
considerados en la actualidad como más adecuados son: el medio de Farrell y el medio de
Thayer Martín modificado (Corbel y Morgan, 1984; Crespo, 1994; Marín y col., 1996a;
1996b; Marín, 1998). La máxima sensibilidad se obtiene sembrando la muestra por duplicado
en cada uno de los medios sólidos citados, debido a que la presencia de ácido nalidíxico y
bacitracina en el medio de Farrell pueden inhibir el crecimiento de algunas cepas de B.
melitensis (Marín y col., 1996 a, 1996b; Manual de la OIE, 2004b, Álvarez, 2004).

Diagnóstico indirecto

La puesta en evidencia de la respuesta humoral se realiza mediante técnicas
serológicas de detección de anticuerpos. La respuesta celular puede detectarse mediante
pruebas de hipersensibilidad retardada y detección de gamma interferón.

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

Según un estudio sobre infección natural realizado por nosotros (Álvarez, 2004) las
técnicas serológicas se muestran en general más sensibles en los rebaños con Brucelosis
activa (abortos y excreción masiva del patógeno) que en aquellos donde el proceso es
crónico, con diferencias significativas entre ambos tipos. También es más fiable la detección
de anticuerpos en los rebaños no inmunizados previamente.

A pesar del enorme bagaje de conocimientos disponibles, y que la gran mayoría de
las técnicas serológicas han sido probadas, en mayor o menor medida (Alton, 1990;
Blasco, 2002),  no ha sido posible determinar una técnica idónea para el serodiagnóstico
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de Brucelosis en pequeños rumiantes, de manera que deben siempre interpretarse los
resultados serológicos en función de los síntomas clínicos, epidemiológicos y
bacteriológicos (Manual de OIE, 2004b), y asumir que el rebaño es la unidad mínima de
actuación sanitaria y por tanto el diagnóstico debe ser colectivo (Crespo, 1994).

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

En el contexto de los programas de erradicación por diagnóstico y sacrificio, las
discrepancias entre el resultado de los diferentes técnicas cuando se aplican a un mismo
colectivo da a lugar a problemas de índole práctico, y surgen dudas sobre qué animales
deben ser retirados del rebaño por considerarse infectados. Se ha señalado que la
combinación en paralelo de dos o más técnicas mejora la confianza en el diagnóstico
(MacMillan, 1990). Sin embargo, en la mayoría de la ocasiones las limitaciones económicas
hacen recomendable utilizar dos técnicas que puedan ser usadas secuencialmente como
técnicas de criba o screening la primera y como técnica de confirmación la segunda. Se ha
descrito que la discrepancia entre las técnicas diagnósticas puede ser notablemente mayor
en situaciones de infección natural (Blasco y col., 1994b; Álvarez, 2004) que en modelos
de infección experimental sincronizada (Durán y col., 2004). En todo caso las discrepancias
entre técnicas de diagnóstico serían más probables en los estados iniciales y finales de la
infección, cuando el animal recibe dosis subinfectivas del agente etiológico o en los estados
de infección inaparente (MacMillan, 1990; Alton, 1990; Sutherland y Searson, 1990).

En los últimos años se han realizado notorios esfuerzos para desarrollar técnicas de
diagnóstico, tanto para la detección de la infección en la oveja como para la serovigilancia
de zonas libres de enfermedad. En este sentido, la mayoría de las técnicas que han resultado
útiles en el diagnóstico de la Brucelosis bovina (Nielsen y col., 1996a; 1996b; Pouillot y
col., 1997; Saegerman y col., 1999; Nielsen y Gall, 2001; Godfroid y col., 2002; Nielsen,
2002; Mc Given y col., 2003) se han evaluado también en mayor o menor medida para el
diagnóstico de la Brucelosis de la oveja (Blasco, 1985; Blasco y col.,1994 a y b; Jiménez
de Bagüés y col., 1992; Nannini y col., 1992; Jacques y col., 1998; Marín y col., 1999;
Biancifiori y col., 2000; Durán-Ferrer y col., 2002; 2004; Álvarez, 2004).

Sin embargo, la información disponible sobre el rendimiento diagnóstico de las
diferentes técnicas todavía es limitada, en ocasiones contradictoria, y persiste la necesidad
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de profundizar en su validación (Garin-Bastuji y col., 1998, Comité Científico de Sanidad
y Bienestar Animal, 2001; Manual de la OIE, 2004b). Las aparentes contradicciones
entre los distintos estudios puede ser lógica si se tiene presente que en ocasiones el
único punto en común de los estudios es el de basarse en animales con infección brucelar
demostrada (cultivo positivo). Este requisito es completamente necesario pero puede no
ser suficiente. Los sueros de referencia utilizados en los trabajos realizados hasta ahora
para la estimación de la sensilidad diagnóstica son diversos, y en ocasiones no se aclara
por los autores el perfil epidemiológico de la infección en los rebaños o colectivos de
donde proceden los animales donantes. Si tenemos presente que este perfil de infección
condiciona notablemente la respuesta inmune, como hemos tenido ocasión de comentar,
es lógico pensar que el hecho de evaluar las diferentes técnicas en animales con perfil de
infección diferentes puede dar lugar necesariamente a discrepancias en los resultados.
En consecuencia, puede decirse que se trataría de un problema estadístico de
representatividad de la muestra utilizada para la estimación. Esta limitación debería ser
superada en futuros estudios, mediante el uso de los protocolos de trabajo que están
ampliamente consensuados por la comunidad científica (Manual de la OIE 2004a).

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

Entre las técnicas de screening encontramos la aglutinación con Rosa de Bengala
y el ELISA indirecto (ELISAi). La primera, tiene la ventaja de su facilidad de realización y
bajo coste, pero su interpretación es subjetiva. La segunda es fácilmente automatizable
y por tanto aplicable al análisis de gran número de muestras tal y como sucede en las
campañas de control y erradicación, y además su interpretación es objetiva ya que se
realiza mediante espectrofotómetro. Su principal desventaja es la necesidad de disponer
de equipos más sofisticados y personal cualificado. La técnica de Fluorescencia Polarizada
podría incorporarse también al elenco de técnicas con esta finalidad de criba (Durán-
Ferrer y col., 2004; Álvarez 2004).

Entre las técnicas de confirmación, más específicas, la mejor evaluada es la
Fijación del Complemento aunque se han obteniendo resultados muy interesantes con
la técnica ELISA de competición (Marín y col., 1999; Durán-Ferrer y col., 2004; Álvarez,
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2004) y de inmunocaptura (Durán-Ferrer y col., 2002; 2004, Álvarez, 2004). Blasco
(2002) señala que la prueba de Doble Difusión en Gel con Hapteno Nativo es más
específica para detectar en una población vacunada los animales peligrosos
epidemiológicamente (eliminadores de Brucelas al medio). Sin embargo, los animales
negativos a esta técnica podrían ser portadores y por tanto sólo sería aplicable en caso
de querer eliminar progresivamente la infección comenzando por los animales más
peligrosos, pero asumiendo también que el resto pueden ser portadores, e incluso
excretores en un porcentaje no determinado.

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

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

Es una técnica que rinde excelente resultados para la detección de rebaños
infectados por brotes de infección (Alton, 1990, Garin-Bastuji y col., 1998; Manual de la
OIE, 2004b), pero tiene como principal limitación para el diagnóstico individual en la oveja
la falta de repetibilidad en sueros de animales con un bajo nivel de anticuerpos (MacMillan,
1990; Comité Científico de Sanidad y Bienestar Animal, 2001). Esta baja sensibilidad
para el diagnóstico individual puede acrecentarse sobre todo en rebaños ovinos de zonas
endémicas en los que puede observarse una notoria proporción de sueros RB negativos y
sin embargo FC positivos (Blasco y col, 1994a), incluso microbiológicamente positivos
(Álvarez, 2004). En este sentido, otros trabajos (Durán-Ferrer, 1998; Durán-Ferrer y col.,
2002) ponen de manifiesto reacciones del tipo RB negativo-FC positivo, en sueros de
ovejas infectadas experimentalmente cuando transcurre un largo período de tiempo entre
el impacto antigénico brucelar (vacunación o infección) y el momento en que se analiza el
suero. También Fensterbank y col. (1982) observaron que tras la vacunación, si los animales
son posteriormente infectados, un porcentaje de los mismos es incapaz de producir
anticuerpos aglutinantes pero sí los fijadores del complemento.
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Las limitaciones prácticas del método clásico de Rosa de Bengala en placa de
vidrio o porcelana ha sido señalada repetidas veces (MacMillan 1990, Garin-Bastuji y
col., 1998; Comité Científico de Sanidad y Bienestar Animal, 2001) pues se ve afectada
notablemente por una temperatura de incubación difícilmente controlable y tiene falta de
repetibilidad en sueros de animales con un bajo nivel de anticuerpos. Además es un
método completamente inviable para analizar sueros hemolisados.

Para mejorar el rendimiento de la técnica se han propuesto distintas alternativas,
como la de aumentar la proporción de suero en relación al antígeno de la reacción (Blasco
y col, 1994a), o la adaptación del método a un soporte en microplaca, incubación de la
reacción en estufa y mejoras en la lectura de la prueba (Durán y col., 2002; 2004).

Este último procedimiento en microplaca supera en parte las limitaciones de la
metodología clásica (Durán y col., 2002) pues permite un eficaz control en estufa de la
temperatura de incubación, favorece la automatización del procedimiento, reduce la
subjetividad en la interpretación de los resultados, y posibilita además el incremento de
muestras analizadas por técnico de laboratorio.  En el trabajo de Durán y col. (2004) en
todas las situaciones consideradas el método en microplaca resultó ser más favorable en
la detección de la infección que el método clásico en placa.

La técnica de FC ha sido tradicionalmente considerada como de referencia serológica de
la infección brucelar ovina, y como tal utilizada como técnica de confirmación diagnóstica
especialmente en rebaños vacunados con Rev.1 (Alton, 1990; Garin-Bastuji y col., 1998; Manual
de la OIE, 2004b). Sin embargo, son varios los inconvenientes de orden práctico que suponen su
ejecución en el laboratorio (Alton, 1990; Alton y col., 1988; MacMillan, 1990). Ello hace conveniente
la búsqueda de nuevas técnicas que permitan agilizar los procesos de diagnóstico en el contexto
de los programas de control mediante vacunación y erradicación por diagnóstico y sacrificio.

Sus principales problemas metodológicos son: la complejidad de su ejecución y
estandarización, la variabilidad de los reactivos, los fenómenos de prozona, los sueros
con actividad anticomplementaria, y la dificultad de interpretar los resultados de sueros
hemolisados con título bajo (Durán-Ferrer, 1998, Comité Científico de Sanidad y Bienestar
Animal, 2001, Manual de la OIE, 2004b).

Los anticuerpos fijadores del complemento en animales vacunados con Rev.1
desaparecen entre los 6 meses y el año tras la vacunación, dependiendo de la dosis y vía
de administración. No obstante, para algunos autores la persistencia podría prolongarse
(Fensterbank y col., 1985, Nannini y col., 1991).
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La sensibilidad de la FC varía según los diferentes autores, y como en la mayoría
de las técnicas serológicas esta disminuye a medida que los episodios agudos de la
enfermedad en el rebaño desaparecen (Durán-Ferrer y col., 2002). Este hecho ha sido
confirmado por Álvarez (2004) en situaciones de infección natural, en las que la carga
bacteriana del individuo cuantificada por métodos bacteriológicos estaría directamente
relacionada con la respuesta inmune detectada por esta técnica.

El ELISA indirecto en suero (ELISAi) se basa en la detección de anticuerpos anti
S-LPS y evidencia una muy buena sensibilidad (Jiménez de Bagüés y col., 1992; Blasco
y col., 1994b; Delgado, 1993; Delgado y col., 1995a; 1995b;  Marín y col., 1999; Álvarez,
2004; Durán-Ferrer, 2004), que haría de ella una técnica ideal para la detección de brotes
de infección en efectivos no vacunados con Rev.1, pues es un hecho reconocido que el
ELISA indirecto podría adolecer de la suficiente especificidad en los efectivos previamente
inmunizados (Comité Científico de Sanidad y Bienestar Animal, 2001).

La información disponible sobre el ELISA de competición (ELISAc), también para
la detección de anticuerpos anti S-LPS, es menor (Marín y col., 1999; Biancifiori y col.,
2000; Durán-Ferrer y col., 2004).  Se desarrolló con el fin de superar las limitaciones
propias de otras pruebas, como la menor especificidad del ELISA indirecto o los
inconvenientes metodológicos de la FC antes comentados. Álvarez (2004) en muestras
procedentes de infección natural constata que la mejora de especificidad respecto a la
técnica indirecta es manifiesta y Durán-Ferrer y col. (2004) observaron un similar
comportamiento de la FC y del ELISAc en ovejas infectadas experimentalmente.  En los
estudios de Álvarez (2004) el ELISA de competición presentó la misma sensibilidad que
la FC, con el mismo patrón general de respuesta.

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

En el ganado ovino, se ha señalado la utilidad de la prueba de la intradermorreacción
(skin test) para el diagnóstico de la Brucelosis, aunque la prueba da reacciones cruzadas
en animales infectados por Brucella ovis (Alton, 1990) y tampoco puede ser aplicada en
animales vacunados con Rev. 1 por causa de los frecuentes errores de especifici-dad
(Fensterbank, 1985, Bercovich, 1985; Blasco y col., 1994b). Tiene además los inconvenientes
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derivados de una prueba in vivo, pues los animales tienen que ser manipulados dos veces
y los resultados no están disponibles hasta pasados 2-3 días (Blasco y col., 1994b; Weynants
y col., 1995). Más aún, la inoculación del alergeno induce un estado de alergia en el animal
durante el cual la prueba no puede repetirse (Blasco y col. 1994b).

Estos inconvenientes podría ser superados en parte mediante una prueba in vitro
como la técnica de interferón gamma, basada de igual forma en la inmunidad celular y que
ha demostrado una buena correlación con la prueba del skin test (Rothel y col., 1990;
Weynants y col., 1995). Potencialmente, esta prueba permitiría además una evaluación
simultánea de la respuesta inmune frente diversos gérmenes en circunstancias concretas
pueden plantear problemas de especificidad en el diagnóstico (Weynants y col., 1995;
Kittelberger y col., 1997). El trabajo de Durán-Ferrer y col. (2004) puso de manifiesto una
buena sensibilidad de la técnica del interferón gamma para detectar la infección activa en
un modelos de infección experimental de ovejas, aunque son necesarios estudios adicionales
para evaluar la eficacia práctica de esta prueba en condiciones de campo.

La vacuna Rev.1

La administración de la vacuna Rev.1 se considera el medio de protección de
mayor eficacia para el control de la infección brucelar en pequeños rumiantes. Entre
otras ventajas destacamos su bajo coste, su facilidad de aplicación, la baja proporción
de reacciones locales que induce y, además, su eficacia frente a la Épididimitis
Contagiosa del Morueco causada por B. ovis (Blasco, 1997). La vacuna actúa
atenuando al mínimo los ciclos de infección y disminuyendo los períodos de excreción
y aborto. Previene de la infección parcialmente, y por tanto controla su difusión dentro
del rebaño y a otras ganaderías. El contagio humano también se reduce drásticamente.
Por consiguiente disminuyen las pérdidas económicas y sociales de la Brucelosis
(Kolar, 1984; Comité de Expertos FAO/OMS en Brucelosis, 1986; Comité Científico
de Sanidad y Bienestar Animal, 2001).

Además de proteger a un elevado porcentaje de animales de la explotación, reduce
el tiempo durante el cual los animales infectados excretan gérmenes (Elberg, 1996).
Crespo (1994) señala también la reducción de la duración e intensidad de la bacteriemia,
el aumento de la fagocitosis en los linfonódulos, hígado y placenta y la producción de IgG
que atravesando la barrera placentaria confieren inmunidad al feto.

Se trata de un preparado liofilizado de la cepa Rev.1 de B. melitensis, biovariedad
1 lisa: mutación viva, estable y no reversible (Alton, 1990), ajustada a una dosis de 1-2 x
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109 ufc/mililitro. Clásicamente, la vacuna se ha administrado a animales impúberes por
vía subcutánea entre los 3 y 6 meses de edad (Comité de Expertos FAO/OMS en
Brucelosis, 1986).  La producción y distribución de la vacuna deben ser objeto de controles
rutinarios para garantizar su pureza, identidad, viabilidad, tasa de disociación, virulencia
residual, inmunogenicidad y eficacia en animales de experimentación (Alton y col., 1988;
Garrido, 1992; Manual de la OIE, 2004b).

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

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

El empleo de la vía alternativa de administración conjuntival ha demostrado un
significativo descenso en la duración de la respuesta detectable por técnicas serológicas
sin reducir la eficacia protectora (Fensterbank y col., 1985; Alton y col., 1984, Garín-
Bastuji y col., 1998). Durán-Ferrer (1998) realizó un amplio estudio de la respuesta de
ovejas adultas libres de infección a la vacunación con Rev.1 por vía conjuntival (dosis de
4,5 x 108 u.f.c.), demostrando la intensidad de la respuesta inmunitaria a los 30 días y el
descenso general de esta respuesta a los 90 días excepto para algunas técnicas serológicas
como la ELISA indirecto.
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El empleo de dosis reducidas confiere una inmunidad adecuada según Elberg
(1981; 1996), aunque Zundel y col. (1992) y Blasco (1997) no hallan tal efectividad.
Kolar (1987) considera un mínimo de 106-107 ufc para que la vacuna sea efectiva. El
informe del Comité Científico de Sanidad y Bienestar Animal de la UE (2001) se detiene
en esta cuestión.

Estrategias de control y erradicación

Encuesta epidemiológica previa

Blasco (1990) señala que el primer paso en el control de la enfermedad es conocer
la extensión real del proceso. La unidad básica en la lucha debe ser una zona geográfica
amplia cuyas características orográficas, climáticas e incluso socioeconómicas sean
homogéneas. El estudio epidemiológico previo debe ir encaminado tanto a una estimación
de la prevalencia como a determinar los factores y prácticas de riesgo para la propagación
de la infección entre explotaciones y el mantenimiento en las ya infectadas. El grupo de
expertos en Brucelosis de la Task Force de la Unión Europea para el Seguimiento de los
Programas Nacionales de Erradicación (http://europa.eu.int/comm/food/animal/
diseases/eradication/taskforce_en.htm) ha propuesto un modelo de encuesta
epidemiológica que podría utilizarse como punto de partida.

Control y erradicación

La singular patogenia de la brucelosis y su complicado perfil  epidemiológico
hacen técnicamente imposible la erradicación sin que se haya alcanzado previamente
un nivel eficaz de control de la infección en los rebaños.

Fase de control en situación de alta prevalencia. Si como resultado del
estudio epidemiológico hallamos una prevalencia muy elevada en la zona, superior al 10
% de rebaños infectados, se debe optar por la vacunación masiva de todos los animales
(con las correspondientes precauciones) como la medida más eficaz para controlar la
infección, aún asumiendo la posible interferencia con las pruebas diagnósticas, incapaces
de discriminar los anticuerpos vacunales de los propios de la infección y el riesgo de
aborto en animales gestantes (Comité de Expertos FAO/OMS en Brucelosis, 1986; Garín-
Bastuji y col., 1998).  La vacunación masiva de todos los efectivos también está indicada
en zonas con elevada incidencia en las personas o en áreas donde sea muy difícil el
control de las explotaciones y el movimiento pecuario. Obviamente estas estrategias son
incompatibles con la erradicación de la enfermedad.
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Fase de control y erradicación en situación de prevalencia media. Las
medidas expuestas anteriormente conducen a una disminución de casos tanto en los
rebaños como en las personas (Elberg, 1981; 1996). Cuando la prevalencia en la zona es
media, es decir entre el 5% y el 10% de los rebaños según Blasco (1990), se debe iniciar
un programa de vacunación exclusivamente de la reposición, esto es: corderos entre tres y
seis meses de edad incluidos los machos, para interferir lo menos posible con el posterior
diagnóstico serológico. En estos casos, la muestra de suero debe obtenerse pasados 12
meses de la vacunación. Este esquema se aplica en nuestro país, en zonas donde la
prevalencia en rebaños es superior al 2 %. Se analiza todo el ganado adulto anualmente
(animales mayores de 18 meses), segregando mediante sacrificio obligatorio aquellos
animales que resulten positivos. Las pruebas serológicas se repiten sobre los efectivos
seronegativos todavía considerados como infectados hasta conseguir la total erradicación.

Fase de erradicación en situaciones de baja prevalencia. Según Crespo
(1994) al cabo de 5 a 10 años tras una aplicación rigurosa de este esquema de trabajo,
se podrá pasar a una última fase de erradicación en la que se podría dejar de vacunar.
Aunque la posición técnicamente más conservadora sería desarrollar en la zona
experiencias «piloto» para demostrar la viabilidad de la retirada de la vacuna en cada
situación epidemiológica concreta (Garrido, 1992, Durán-Ferrer, 2001). La estrategia de
diagnóstico y sacrificio es similar a la de la situación anterior. En España se aplica esta
pauta en áreas cuya prevalencia en rebaños es inferior al 2 %.

La erradicación no implica relajar el control, sino que se establecerá un programa
de vigilancia seroepidemiológica basado en el control de explotaciones y del movimientos
pecuarios (Directiva 91/68/CEE). En caso de brotes aislados en zonas indemnes se
puede optar por el sacrificio de toda la explotación y posterior período de desinfección y
vaciado sanitario. Un país necesita el establecimiento de zonas indemnes que garanticen
el suministro de animales de reposición a las zonas afectadas (Blasco, 1990).

Epílogo: Brucelosis, retos futuros

Aunque los avances en la lucha contra la enfermedad causada por Brucella melitensis
han sido notorios en los países desarrollados, quedan aún grandes lagunas en el
conocimiento de esta patología entre las que destacaríamos algunas.

El especial modo en que las Brucelas penetran y parasitan el interior celular es
objeto de numerosos proyectos de investigación en todo el mundo. Son trabajos desligados
del mundo estrictamente veterinario puesto que consideran esta infección como modelo
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para dilucidar la dinámica parásito-hospedador de las infecciones intracelulares en general,
estudiando los mecanismos de virulencia y patogenicidad desarrollados por el germen, y
los de defensa por el hospedador. El conocimiento de las estrategias de supervivencia de
Brucella permitirá por tanto combatir otras enfermedades humanas y animales.

El desarrollo de nuevas vacunas para el ganado ovino y caprino es premisa
indispensable para poder extender los programas de control y erradicación a extensas
áreas del planeta, que aún estando muy afectadas no disponen de los recursos necesarios
para aplicar el esquema clásico en Europa de diagnóstico y sacrificio. Sería necesario
además lograr una clara discriminación entre anticuerpos vacunales y los propios de la
infección, que permitiera una certera clasificación de rebaños que aún estando libres de
la enfermedad manifiestan ocaionalmente serología positiva. Estos rebaños de muy baja
seroprevalencia son motivo de desánimo en los ganaderos y un peligro potencial evidente
al inducir conductas de relajación en la vigilancia epidemiológica.

Desde el punto de vista estrictamente veterinario es inaplazable la amplia validación de
las técnicas diagnósticas disponibles y las de nuevo desarrollo. En este sentido debemos
señalar la necesidad de contrastar la información obtenida a partir de los diseños experimentales
con los resultados obtenidos a partir de la infección natural. La compleja  patogenia y epidemiología
de esta enfermedad hacen que los estrictos controles propios de una infección de laboratorio
limiten el amplísimo margen de posibilidades expresadas en la infección natural.

Por último, en el contexto de las campañas de saneamiento nos parece
imprescindible mencionar la necesidad de incorporar de manera decidida  herramientas
que puedan complementar a la serología: la investigación epidemiológica y el diagnóstico
directo, basado en los métodos bacteriológicos, y esperemos que pronto basado también
en aquellos métodos emergentes de la genómica.
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