¥y ¥ ¥y

Archivos de Medicina Veterinaria
ISSN: 0301-732X
archmv@uach.cl

Universidad Austral de Chile
Chile

Alvarez, L; Duran, M; Gémez, B; Garrido, F; Yustes, C; Vendrell, J; Dominguez, L; Fernandez-
Garayzabal, JF; Vela, Al; Latre, MV
Determinacion de los tejidos y medios de eleccion para la confirmacion microbiologica de los
resultados serol6gicos de las campafias de control de Brucella melitensis en el ganado ovino
Archivos de Medicina Veterinaria, vol. 42, nim. 2, 2010, pp. 43-49
Universidad Austral de Chile
Valdivia, Chile

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=173016374005

Como citar el articulo e

Numero completo . -, e
P Sistema de Informacién Cientifica

Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto

Mas informacion del articulo


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1730
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=173016374005
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=173016374005
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=1730&numero=16374
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=173016374005
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1730
http://www.redalyc.org

Arch Med Vet 42, 43-49 (2010)

ARTICULO ORIGINAL

Determinacion de los tejidos y medios de eleccion para la confirmacion
microbiologica de los resultados serolégicos de las campanas
de control de Brucella melitensis en el ganado ovino

Determination of best tissues and culture media for microbiological confirmation
of the serological results of the control campaigns of Brucella melitensis in sheep
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SUMMARY

Slaughtering seropositive animals in order to control ovine brucellosis requires a microbiological culture as a confirmatory technique. It is necessary
to establish the most adequate tissues, due to difficulties involved in performing microbiological techniques in a large number of animals and samples.
In this sense, there is a lack of data obtained from naturally infected sheep representatives of the different epidemiological situations, as recommended
by OIE. In our study we carried out the necropsy of 92 ewes suspicious to be infected by Brucella and we performed microbiological culture and
identification of 10 tissues per animal. Animals were classified according to an epidemiological survey as belonging to chronic brucellosis flocks, active
brucellosis flocks and very low prevalence flocks. Results showed differences between flock types and also indicated that the analysis of samples from
mammary gland and its lymph nodes was the best way to confirm infection in a suspicious flock. The combined use of Farrell and Thayer Martin media

showed the best efficacy.

Palabras clave: brucelosis, Brucella melitensis, medio Farrell, medio Thayer Martin.
Key words: animal brucellosis, Brucella melitensis, Farrell medium, Thayer Martin medium.

INTRODUCCION

La brucelosis es una de las zoonosis mds importantes
y se distribuye por todo el planeta con especial relevancia
en el Area Mediterrdnea, Oriente Medio, América Latina
y Asia (Corbel 1997, European Union 2001, Ordufia y
col 2001). Los Planes de Lucha y Erradicacién estian
basados en la identificacién de animales reaccionantes
positivos a distintas técnicas seroldgicas y su posterior
sacrificio. Con el objetivo de confirmar los resultados
seroldgicos obtenidos en las campafias de control, se hace
indispensable recurrir a las técnicas microbioldgicas, ya
que esta generalmente aceptado que tan sélo el aislamiento
del microorganismo es una prueba univoca de la presencia
de infeccién real (European Union 2001). Un problema
adicional es la presencia de rebafios aparentemente no
infectados, sin abortos, en los que se detectan animales
positivos a fijaciéon del complemento (FC). Por tanto es
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necesaria la confirmacion real de la infeccidn para evitar
la pérdida de la calificacion de “indemne” tanto a nivel
de rebafio como regional.

Aunque los aislamientos obtenidos en infecciones
experimentales han sido estudiados por distintos autores
(Fensterbank y col 1982, Verger y col 1995, Duran 1998,
Duréan y col 2002 y 2004), existen sin embargo, pocos
estudios que indiquen las muestras mas adecuadas para el
cultivo en casos de infeccién natural (Marin y col 19962 °,
Grillo y col 1997, Marin y col 1999) y ningtin estudio
que contemple las distintas situaciones epidemioldgicas.
Es necesario establecer si existen diferencias en cuanto
a los tejidos de eleccion en funcién del “estatus” epide-
miolégico, ya que los resultados de los test diagndsticos
pueden variar en las distintas situaciones epidemioldgicas
(Jacobson 1998 y 2000).

Brucella melitensis es una especie de crecimiento lento y
dificil, sobre todo en un aislamiento primario. Dos son los
medios mds utilizados, Farrell y Thayer Martin, aunque
son muy escasos los trabajos de evaluacion de ambos en el
caso de infecciones naturales. Marin describe una menor
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sensibilidad del Farrell frente a Thayer Martin, aunque es
con el uso combinado de ambos cuando esta autora alcanzé
las mayores tasas de deteccidn. Sin embargo, en el trabajo
citado no se describe la situacién epidemiolégica de los
animales, hecho que puede ser clave para determinar la
efectividad de cada medio. Las posibilidades de aisla-
miento en cada tejido estan determinadas por la patocronia
de la enfermedad, por ello hemos reunido los tejidos en
grupos en funcién de su significacion en la patogenia. Los
linfon6dulos (Lnn.) de la cabeza (mandibular, parotideo
y retrofaringeo) serfan, por su proximidad con la via de
entrada, los primeros en ser colonizados pero también los
primeros de donde son eliminados los gérmenes con mayor
rapidez (Alton 1985, 1990, European Union 2001, Elzer
2002). Si las brucelas superan la reaccion defensiva en el
linfon6dulo craneal se diseminan por el torrente sangui-
neo a otras localizaciones a los 10-22 dias postinfeccion
(Biggi 1956 citado por Durdn 1998) o durante varios
meses (Barberdn y Blasco 2002). Para representar este
subgrupo (tejidos indicativos de diseminacion) se tomé
muestra de bazo, Lnn. subiliaco, Lnn. hepético e higado.
Los tejidos indicativos de excrecion representan aquellos
implicados en la diseminacién del germen al ambiente del
rebafio. Al ser las vias de excrecion de brucela la mamaria
y la vaginal tras el parto o aborto, se tomaron muestras
de mama, Lnn. mamarios, e hisopo vaginal (Alton, 1990,
Grillo y col 1997, European Union 2001, OIE 2008). Se
trat6 estadisticamente por separado el grupo “Linfonédulo
mamario y mama”, debido a que también estd implicado
en la fase de diseminacién y puede ser también indica-
tivo de cronificacion del proceso e incluso del estado de
portador inaparente (Alton 1985, European Union 2001,
OIE 2008).

MATERIAL Y METODOS

Se sacrificaron en matadero 92 ovejas adultas (> 18
meses) procedentes de 15 rebafios, sospechosas de infeccion
brucelar (positivos a FC, ya que actualmente en Europa la
prueba de FC es la oficial y aunque mds pruebas seroldgicas
harfan aumentar la sensibilidad, nuestro objetivo principal
era detectar animales “realmente infectados”, para lo que
la necropsia y cultivo son la prueba “gold standard”). Los
animales provenian del programa de saneamiento espaiiol
pero los andlisis seroldgicos y microbioldgicos se realizaron
para este estudio por el equipo de investigacién en el Centro
Nacional de Referencia para las Brucelosis Animales.

Tras la encuesta epidemioldgica se clasificaron como
procedentes de Rebaifios con Brucelosis Activa (A), con
mds del 5% de prevalencia FC durante tres afios y/o abortos
debidos a B. melitensis en el mismo periodo (56 animales
de 5 rebaiios); Rebafios con Brucelosis Crénica (C), 1 - 5%
de prevalencia FC durante tres afios y ausencia de abortos
por B. melitensis (31 animales de 5 rebafios); Rebafios con
muy Baja prevalencia (LP), 0,1 - 1% FC durante tres afios
y sin abortos brucelares (5 animales de 5 rebafios). Segin
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el “estatus” vacunal detectamos 56 animales vacunados
de 8 rebafios y 36 no vacunados de 7 rebafios. La vacuna
empleada fue Rev 1 de aplicacién conjuntival a los 3-6
meses de edad y 1-2 x 109 CFU/dosis. Al realizarse en
animales jovenes inmaduros en esta dosis y via, la reac-
cion seroldgica desaparece a los pocos meses, por lo que
la aparicién de un animal FC positivo implica sospecha
de contacto con el germen de campo.

Se tomaron muestras de Linfonédulos mandibulares
(Lnn.MD); Linfon6dulos parotideos (Lnn.PT); Linfonédulos
retrofaringeos medios (Lnn.RF); Linfonédulos mamarios
(Lnn.M); Linfonédulos subiliacos (Lnn.SI) (también:
prefemoral, probablemente mencionado en la literatura
que hace referencia a brucelosis como precrural y crural);
Linfonédulos hepéticos (Lnn.H); bazo (Bz); higado (Hg);
mama (Mm); hisopo vaginal (Es). La siembra, crecimiento
de cepas e identificacién de las mismas se efectud segin
el protocolo de Alton (Alton y col 1988).

ANALISIS ESTADISTICO

Para la evaluacidn estadistica de las diferencias obser-
vadas entre grupos se aplicaron la prueba de Ji-cuadrado
para analizar proporciones; el Andlisis de la varianza
(ANOVA) y la prueba t (Student) o en su caso, menos de
5 observaciones, la prueba F (Fisher) para analizar series
de datos distribuidos normalmente. La cuantificacion del
grado de infeccion de la canal se realizé determinando el
nimero de colonias por placa en cada aislamiento segtin
el cuadro 2 y dividiendo la suma de todas las categorias
por el nimero médximo posible (nimero de especimenes
multiplicado por 5) y expresado en porcentaje (Verger y
col 1995). Para la comparacién del grado de infeccion
entre los grupos se empled el test no paramétrico de U
segin Mann y Whitney. El procesamiento de datos se ha
realizado con la Hoja de Calculo Excel, version 5.0, y los
andlisis estadisticos con los paquetes Episcope (Frankena
y col 1990) y Epiinfo, versién 2002 (Dean y col 1994).

RESULTADOS

Se aislé Brucella en 36 de los 92 animales muestreados
(frecuencia relativa (fr) = 33,04%). Todas las cepas fueron
identificadas como Brucella melitensis biotipo 3. Ninguno
de los aislamientos del estudio fue de la cepa vacunal, sino
de cepas de campo. Se aisl6 en 29 animales pertenecientes
a rebafios con Brucelosis Activa (A), (fr = 51,8% de los
animales de este grupo), frente a 7 (fr = 22,8%) incluidos
en los rebafios con Brucelosis Crénica (C). La diferencia
entre ambas cifras fue significativa (P = 0,0080). También
fue significativamente més frecuente el aislamiento en
rebafios No Vacunados (fa = 21, fr = 53,8%) respecto al
de Vacunados (frecuencia absoluta (fa) = 15, fr=26,8%);
(P <0,0001). En los rebafios de muy baja prevalencia (LP):
(5 animales pertenecientes a 5 rebafios) todos los animales
resultaron negativos en el cultivo microbiolégico.
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En el cuadro 1 se especifica el porcentaje de aislamientos
en los distintos tejidos y grupos de tejidos segin el tipo
de animal. El tejido donde se detectd brucela en un mayor
nimero de animales fue en linfonédulo mamario (29 ani-
males, fr = 78,4% de los positivos), seguido de mama (26
y fr =70,3%) y bazo (14 y fr = 37,8%). El hisopo vaginal
fue positivo en tan s6lo 9 animales (fr = 24,3%). S6lo un
animal fue positivo a partir de muestras de higado y 4 de
linfonddulos hepaticos. El grupo de muestras formado por
“Linfon6dulo mamario y mama” fue positivo en 34 animales
(fr=91,9% de los positivos), porcentaje significativamente
mds elevado que el de los grupos citados como “tejidos
indicativos de diseminacién”: hisopo y linfonédulos de
la cabeza, los cuales no presentaron diferencias entre
si. Los “tejidos indicativos de diseminacién” estdn muy
estrechamente ligados a “Linfonédulo mamario y mama”,
ya que siempre que se aisld en el primero lo fue también
en el segundo.

En ningtn tejido se aislé el microorganismo en pro-
porcién significativamente mayor en un tipo de rebafio
respecto al otro, excepto en el grupo Linfonédulos mama-
rios que era mds frecuente en el tipo A (Brucelosis Activa)
que en el C (Brucelosis Croénica) (P = 0,0647) a nivel de
significacién 90%. En cuanto a los grupos de tejidos no

Cuadro 1. Resultados microbiolégicos por tejidos y tipo de rebafio.

Microbiological results per tissue and flock type.

observamos diferencias significativas entre los diferentes
tipos de rebafios, aunque los linfonédulos de la cabeza
de los rebafios Vacunados y No Vacunados presentaron
diferencias significativas a nivel de 90% (P = 0,0680)
entre los rebafios A y C. Por tanto, en todas las situaciones
epidemioldgicas descritas predomind el aislamiento a partir
de mama y linfonédulo mamario de forma mucho maés
frecuente que en el resto de los grupos —cabeza, tejidos
indicativos de diseminacion e hisopo—y, entre estos tres,
ninguno predominé sobre los demas.

DISCUSION

Es cominmente aceptada (Jacobson 1988, Jacobson 2000,
OIE 2008) la necesidad de realizar estudios en animales
infectados naturalmente y representativos de las distintas
situaciones epidemiolégicas. Consideramos que los anima-
les sujetos a una infeccién experimental son homogéneos
en edad y “estatus” inmunitario, infectados en etapas de
alta susceptibilidad, con dosis elevadas y administradas
directamente en la via de entrada (mucosa conjuntival) y
con cepas hipervirulentas. En la infeccién natural, por el
contrario, todos estos pardmetros son variables y descono-
cidos. Por tanto, las infecciones experimentales presentan

Rebaiios A C LP NV \% Total
n° (+) 56 (29) 31 (7) 5(0) 36 (21) 56 (15) 92 (36)
% 51,8 22,6 0 58,3 26,8 39,1
Muestras de la cabeza

Inn.RF. + (%*) 5(17,2) 2 (28,6) 0 4(19,0) 3(20,0) 7 (19,4)
Inn.PT + (%*) 9 (31) 1(14,3) 0 8 (38,1) 2 (13,3) 10 (27,8)
Inn.MD + (%*) 5(17,2) 2 (28,6) 0 5(23,8) 2(13,3) 7(194)
Total + (%*) 11 (37,9) 2 (28,6) 0 10 (47,6) 3(20,0) 13 (36,1)
Tejidos indicativos de diseminacion organica

Inn.ST. + (%*) 4 (13,8) 1(14,3) 0 4(19,0) 1(6,7) 5(13,9)
Inn.H + (%) 3(10,3) 1(14,3) 0 2(9,5) 2(13,3) 4(11,1)
Hg + (%*) 0 1(14,3) 0 0 1(6,7) 1(2,8)
Bz + (%*) 11 (37,9) 3(42,9) 0 9 (42,9) 5(33,3) 14 (37.,8)
Total + (%*) 11 (37,9) 3(42,9) 0 9 (42,9) 5(33,3) 14 (38,9)
Tejidos indicativos de excrecion

Inn.M + (%%*) 22 (75,9) 7 (100) 0 18 (85,7) 11(73,3) 29 (80,6)
Mm + (%*) 20 (69,0) 5(71,4) 0 16 (76,2) 9 (60,0) 25 (69.4)
Es + (%*) 8 (27,6) 1(14,3) 0 6 (28,6) 3(20,0) 9 (25,0)
Total + (%*) 27 (93,1) 7 (100) 0 20 (95,2) 14 (93,3) 34 (94,4)

*  Los porcentajes se calculan como el nimero de animales positivos en cada tejido o grupo / niimero de positivos (B) X 100.

Inn. RF Linfonddulos retrofaringeos medios; Inn. PT: Linfonédulos parotideos; Inn. MD: Linfonédulos mandibulares; Inn. SI: Linfonédulos su-
bilfacos. (también prefemoral); Inn. H: Linfonédulos hepdticos; Hg: Higado; Bz: Bazo; Inn. M: Linfonédulos mamarios; Mm: mama; Es: hisopo

vaginal.
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Cuadro 2. Determinacién del grado de infeccion.
Determination of the level of infection.

Grado de infeccién N° de colonias por placa

0 0

1 1-5

2 6-25
3 26 - 125
4 126 - 625
5 > 625

cifras mds elevadas que las obtenidas en nuestro estudio,
debido probablemente a las condiciones controladas y a
que, en condiciones de campo, las exposiciones al antigeno
pueden ser continuas a muy baja dosis, sin capacidad de
colonizar pero propiciando la produccién de anticuerpos
detectables.

Respecto a la infeccion natural, las cifras obtenidas en
nuestro trabajo son menores que las descritas en la literatura
(Marin y col 1996*°, Grillo y col 1997). Sin embargo, en
estos estudios no se especifica la situacién epidemioldgica
del rebafio de procedencia, que bien podrian ser rebafios
con Brucelosis Activa dada la similitud de resultados con
las ganaderias Tipo A de este estudio. Nuestros datos reve-
lan la necesidad de describir la situacién epidemioldgica
de los animales de referencia empleados en los estudios
cientificos (Jacobson 1998, Jacobson 2000) y la necesidad
concreta de especificar el tipo de infeccion del rebafio en los
estudios microbioldgicos, ya que observamos diferencias
significativas en el porcentaje de aislamientos entre rebafios
A, Cy LP. Por tanto, son detectados y sacrificados en el
transcurso de las campafias de control y erradicacion un
mayor nimero de animales cultivo negativo en el caso de
los rebafios con Brucelosis Croénica (C) que aquellos que
presentan Brucelosis Activa (A).

En las brucelosis agudas se infecta un gran nimero
de animales con elevadas dosis de microorganismos y

Cuadro 3. Indice de infeccién por tejidos y tipo de rebafio.

Infection index per tissue and flock type.

coincidiendo con periodos de alta susceptibilidad, por lo
que la posibilidad de aislamientos es muy elevada. En casos
de brucelosis crénicas el porcentaje de animales peligrosos
epidemioldgicamente es menor (excretores activos) y se ha
establecido un equilibrio entre las defensas y el germen,
por lo que muchos animales, a pesar de entrar en contacto
con las brucelas, son capaces de luchar efectivamente
contra ellas, bien elimindndolas completamente o bien
reduciendo el nimero de patégenos viables en el animal.
En estas circunstancias es evidente que la posibilidad de
aislamiento serd muy baja. Sin embargo, en estos animales
la reaccidn seroldgica es clara, por lo que son detectados
como positivos en las campafias de saneamiento.

También es mas frecuente el aislamiento en rebafios
no vacunados que en aquellos vacunados. El efecto
protector de la vacuna sobre el porcentaje de animales
cultivo positivo estd ampliamente demostrado en estudios
efectuados sobre la infeccidon experimental en ovinos
(Fensterbank y col 1982, Verger y col 1995) y en capri-
nos (Fensterbank y col 1987, Villegas y col 1999), pero
no asi en casos de infeccion natural. En nuestro caso las
cifras obtenidas (53,8% para los rebafios no vacunados y
21,9% para los rebaiios vacunados) nos corroboran esta
afirmacidn, aunque los porcentajes sean menores por las
especiales caracteristicas de la infeccidn experimental ya
comentadas. La vacuna conjuntival en edades tempranas
protege de la infeccidn y desaparecen los falsos positivos
en pocos meses, sin embargo la brucelosis sigue sin ser
erradicada en Espaiia. Es evidente que debe asumirse que
la proteccion no es completa a lo largo de toda la vida del
animal, asi como que los test de deteccién sérica necesitan
revision. También se sugiere que la reaccion positiva puede
ser debida a falta de especificidad de la prueba oficial y
por tanto la confirmacién microbioldgica de los casos es
fundamental.

La distribucién orgénica de Brucella fue muy similar
en todos los tipos, con predominio de mama y linfonédulo
mamario seguido de bazo y linfon6dulos de la cabeza. Se
puede establecer por tanto que el patrén de diseminacion

~ Muestras Tejidos indicativos de Tejidos indicativos
Rebafios Y .. iy
de la cabeza diseminacion orgénica de excrecion

Total Inn.RF Inn.PT  Inn.MD Inn.SI Inn.H Hg Bz Inn.M Mm Es
A 125 10 13,3 6,4 7,6 34 0 13,8 40 35,2 9
C 143 8,6 5,7 8,6 5,7 5,7 5,7 14,3 45,7 40 2,9
LP O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T 13,57 9,4 11,4 6,7 6,5 38 1,1 13,5 40 357 8,1

Inn. RF: Linfonédulos retrofaringeos medios; Inn. PT: Linfonédulos parotideos; Inn. MD: Linfonddulos mandibulares; Inn. SI: Linfonédulos subilfacos
(también prefemoral); Inn. H: Linfondédulos hepdticos; Hg: Higado; Bz: Bazo; Inn. M: Linfonédulos mamarios; Mm: mama; Es: hisopo vaginal; T

Total + Animales positivos.
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orgdnica es similar para todas las situaciones epidemio-
logicas descritas, aunque es evidente que las muestras
donde mds ficilmente se recupera el microorganismo son
los productos del aborto y el flujo vaginal (Corbel 1985,
Crespo 1985, Alton y col 1988, Alton, 1990, Crespo 1994,
Marin y col 1996Y, Villegas 1999, Barberan y Blasco 2002,
OIE 2008). Sin embargo, para la confirmacidn del diag-
néstico inmunolégico en los planes oficiales de control
y erradicacion, el escaso nimero de estudios al respecto
hace dificil determinar en qué 6rganos del animal adulto
serd mas facil aislar el germen. Marin y col (1996?) sefialan
la relacién entre fase patocrénica y érgano seleccionado
para el aislamiento. Asi en fases crénicas se acantona en
células del sistema mononuclear fagocitario (SMF) como
los linfon6dulos o bazo, donde serd mds probable su
aislamiento. Por ello en la necropsia la toma de muestras
habitual comprende los érganos del SMF (bazo y linfo-
nédulos), ttero de la hembra gestante o abortada y mama
de la parida (Corbel 1985, Marin y col 1996P, OIE 2008).
Pero tal cantidad de muestras hacen inviable el empleo
rutinario de esta técnica. Debemos considerar una muestra
de eleccion fiable para confirmar la enfermedad a nivel
de rebafio. Ademds existen discrepancias en cuanto a la
frecuencia relativa de aislamientos en cada localizacion,
debido tal vez a la falta de estudios en animales infectados
naturalmente.

En animales infectados en forma experimental (Fensterbank
y col 1985, Alton 1990, Crespo 1894) es probable que la
tasa de aislamiento esté muy relacionada con el punto de
inoculacioén, presentindose mayores rendimientos en los
aislamientos efectuados a partir de los linfonédulos de la
cabeza, isolaterales con la via de entrada (Crespo 1994).
Varios autores (Crespo, 1994, Villegas y col 1999) también
describen el efecto de la distancia al punto de inoculacién en
ganado caprino. Por el contrario, los resultados de nuestro
estudio aportan cifras menores para los linfonédulos cra-
neales, sefialando claramente la diferencia que existe entre
la infeccién experimental y la natural.

Los trabajos sobre infeccién natural son muy esca-
sos, destacando Marin y col (1996Y), quienes sefialan el
mayor porcentaje de aislamientos en la mama y el menor,
paraddjicamente, en utero (s6lo un 20%), siendo los lin-
fonddulos retromamarios los més sensibles a la infeccién
natural, destacando también los iliacos y prefemorales. Sin
embargo, no especifica el tipo de infeccioén del rebafio,
como ya ha sido discutido.

Los datos de nuestro estudio sefialan que el conjunto
tisular (linfonédulos de la cabeza) no puede ser considerado
tejido de eleccidn en la toma de muestras en los estudios
sobre infeccion natural, debido a la reducida frecuencia de
aislamientos (baja en los rebafios con brucelosis crénica y
tan s6lo media en las brucelosis activas) y a la dificultad de
la toma de muestras en condiciones de campo o matadero
en forma rutinaria.

El grupo “Linfonédulo mamario y mama” debe ser
contemplado en su doble significacién. Por un lado, como

sefalan varios autores (Alton 1985, Grill6 y col 1997), la
presencia de Brucella en esta localizacion indica riesgo
epidemioldgico de excrecion. Por otro lado, debe consi-
derarse esta localizacién como reservorio crénico de la
infeccion (Alton 1985, European Union 2001). Los datos
obtenidos en nuestro estudio corroboran ambos extremos
(potencialidad excretora y cronificacion hacia el estado
de portador inaparente). Ademds permiten sefialar a este
conjunto “Linfonédulo mamario y mama” como los tejidos
de eleccion en la toma de muestras complementaria a las
campafias de saneamiento, tanto por el elevado porcentaje
de aislamientos como por el hecho de ser 1a mayor fuente
de “falsos negativos” seroldgicos. En efecto, los animales
no detectados serolégicamente en nuestro estudio (datos
no mostrados) son en su mayoria positivos a mama +
Linfonédulo mamario.

Destaca el 100% de aislamientos positivos a partir de
linfon6dulos mamarios de animales pertenecientes a los
rebafios con Brucelosis Crénica (C), lo que refuerza la
hipétesis de que este tejido es el responsable del mante-
nimiento de la brucelosis en el rebafio.

En el indice de infeccién de la canal no observamos
diferencias significativas entre los tipos de rebafio A y C.
Un animal mantiene la infecciéon con menos frecuencia
en el Tipo C, pero cuando lo hace serd con la misma in-
tensidad que en el Tipo A.

Los tejidos mds afectados (indice de infeccién mds
elevado) en todas las situaciones son la mama y el linfond-
dulo mamario (36,7% y 41,1%, respectivamente; datos no
mostrados) con diferencias significativas respecto a todos
los demds. Son por tanto tejidos de multiplicacién muy
activa y una importante fuente de diseminacion, tanto por
el nimero de animales afectados como por la intensidad
de la excrecion.

Sin embargo, si se aprecia una diferencia significativa
entre el indice de infeccién en “Linfonédulo mamario y
mama” entre animales procedentes de rebafios no vacu-
nados y vacunados (46,67 y 26,62 con P = 0,0147). La
vacunacion ejerce un efecto protector sobre el grado de
multiplicacién del germen, aunque sélo en estos tejidos,
ya que en el resto (cabeza, tejidos indicativos de disemi-
nacion y el hisopo) las diferencias entre vacunados y no
vacunados no son significativas.

La importancia del exudado vaginal como elemento
diseminador es tal, que se ha descrito como la principal
causa del mantenimiento de la infeccidn en el rebafio
(Corbel 1985, Crespo 1994, Marin y col 1996°, Garin-
Bastuji y col 1998, Barberan y Blasco 2002, OIE 2008).
En nuestro estudio los porcentajes de aislamiento a partir
del hisopo son menores que en la mama, lo que enfatiza
los hallazgos descritos en la literatura sobre éxitos menores
de aislamiento en el ttero que en la mama. La muestra
obtenida mediante hisopo vaginal no parece pues adecuada
para la confirmacidn del diagnéstico seroldgico.

En los tejidos indicativos de diseminacién orgdnica debe
destacarse la baja tasa de animales positivos (14 animales,
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37,8%) y el reducido indice de infeccion en todos ellos
(6,2), asi como el hecho de que siempre van acompaifia-
dos de aislamiento positivo en mama y/o linfonédulos
mamarios. Son por tanto tejidos no recomendables para
su andlisis rutinario.

En el bazo se aisla Brucella en el 37,8% de los animales
con infeccién y exhibe un indice de infeccién de 13,9. Es
el 6rgano del grupo de tejidos indicativos de diseminacion
donde mds frecuentemente se detecta Brucella. El aisla-
miento en bazo siempre va acompafiado de aislamiento
en mama y/o linfonédulos. Existe poca concordancia con
la literatura consultada y que hace referencia a infeccion
experimental donde los porcentajes son siempre mas ele-
vados (Fensterbank y col 1982, Crespo 1994) en ganado
ovino y segtn Villegas y col (1999) en cabras. Existe mayor
coincidencia con los casos de infeccién natural descritos
por Marin y col (1996?) los que sefialaron un 25% de bazos
positivos en cabras y 36% en ovejas. Los datos obtenidos en
nuestro estudio sugieren que el papel del bazo seria menor
al establecido por los diferentes autores consultados. Por
tanto, apuntamos que no es una muestra imprescindible en
larealizacion de andlisis microbioldgicos complementarios
a las campafias de saneamiento ganadero, a diferencia de
lo sefialado en la literatura mencionada.

Diversos autores (Alton y col 1988, Blasco y Gamazo
1994, Barberan y Blasco 2002) coinciden en la necesidad
de utilizar medios selectivos para el cultivo de Brucella.
En nuestro estudio utilizamos dos placas de medio Farell
y otras dos de Thayer Martin por cada uno de los teji-
dos muestreados con el fin de aumentar la sensibilidad
(Marin y col 1996%°, European Union 2001, OIE 2008).
Debemos sefialar que se han realizado pocos estudios
comparativos de la eficacia de ambos medios para el
crecimiento del género Brucella. Marin y col (1996?)
obtienen una mayor sensibilidad en la deteccién de
brucelas, a partir de ovejas infectadas naturalmente,
con el medio de Thayer Martin que con el medio de
Farrell. En dicho estudio se detectaron 10 animales
cuyas muestras fueron positivas en Thayer Martin y
negativas en Farrell, mientras que el caso inverso se
presentd en una sola ocasidn. Nuestros resultados son
muy distintos, aunque con la coincidencia bdsica de
la mejor sensibilidad por el uso simultdneo de ambos
medios. Obtuvimos 14 muestras donde el resultado
fue positivo Farrell y negativo a Thayer Martin, en
tanto que el resultado inverso sélo ocurrié a partir de
un tejido. La concentracién de sustancias inhibidoras
presentes en el medio de Thayer Martin es menor para
no disminuir el crecimiento brucelar, sin embargo, esto
ha provocado en nuestro estudio un mayor nimero
de placas contaminadas. Obtuvimos ambas placas de
Thayer Martin altamente contaminadas a partir de
5 tejidos que resultaron cultivo brucelar positivo a
Farrell, siendo sélo uno el caso contrario. Aunque la
diferencia en sensibilidad y grado de contaminacién es
evidente entre ambos medios, en ningun tejido el grado
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de crecimiento (indice de infeccién) es distinto en los
medios de Farrell o de Thayer Martin, ni tampoco el
porcentaje de casos en que la eficacia de Farrell es su-
perior a la de Thayer Martin, pero el caso contrario es
significativamente diferente (Thayer Martin con mayor
nimero de colonias), por lo que la concentracién de
elementos nutritivos parece adecuada, presentdndose
las discrepancias como probablemente debidas a la
concentracion de sustancias inhibidoras. Consideramos
que debe profundizarse en el estudio de nuevos medios
mads sensibles y selectivos, aunque es evidente que el
uso de Farrell y Thayer Martin de forma simultdnea
incrementa las posibilidades de aislamiento.

Como conclusiones podemos establecer que se aislan
brucelas con mayor frecuencia a partir de animales sos-
pechosos de enfermedad brucelar (positivos a fijacion del
complemento) pertenecientes a rebafios con Brucelosis
Activa que en los pertenecientes a rebafios con Brucelosis
Croénica. En aquellos rebafios con muy baja prevalencia
no fue posible el aislamiento. Estos datos corroboran la
necesidad de estudiar técnicas diagndsticas mas especificas,
asf como de complementar los datos serolégicos con un
estudio epidemioldgico y microbiolégico. También resulta
imprescindible la descripcion de la situacién epidemiol6-
gica de los rebafios en los estudios realizados sobre casos
de infeccién natural.

La toma de muestras para complementar o confirmar
los resultados obtenidos por las técnicas seroldgicas en
el transcurso de las Campaias de Control y Erradicacion
de la Brucelosis debe incluir necesariamente tejido y
linfonédulo mamario. Otros tejidos como linfonédulos
craneales, bazo, linfonddulos hepdticos y subiliacos, higado
o0 hisopo vaginal aportan poca informacién adicional, por
lo que su andlisis rutinario no se considera necesario para
la confirmacién de la infeccidn a nivel de rebafio.

La vacunacién ejerce un efecto protector sobre la inten-
sidad de la infeccién, mostrada como indice de infeccion
de la canal y de los tejidos, pero no sobre la distribucion
orgénica del germen.

El uso simultdneo de los medios de Farrell y Thayer
Martin es imprescindible para alcanzar la méxima eficacia
en el aislamiento de Brucella.

RESUMEN

El sacrificio de animales seropositivos para el control de la
brucelosis ovina requiere del aislamiento microbiolégico como técnica
de confirmacién del proceso. Debido a la dificultad de realizacion de las
técnicas microbioldgicas en un elevado nimero de animales, asi como
de la gran cantidad de muestras, es necesario establecer qué tejidos son
los més adecuados para ello. No existen datos al respecto obtenidos
de animales infectados naturalmente y representativos de las distintas
situaciones epidemioldgicas tal y como recomienda la Organizacién
Internacional de Epizootias. En nuestro trabajo realizamos la necropsia de
92 animales sospechosos de infeccion brucelar efectuando posteriormente
el cultivo e identificacién microbiolégica de 10 tejidos diferentes. Los
animales fueron clasificados en funcién de una encuesta epidemiolégica
como pertenecientes a Rebafios con Brucelosis Crénica, Activa o de
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muy Baja Prevalencia. Los resultados muestran diferencias en funcién
del tipo de rebaiio, asi como indican que la toma de muestras de mama
y linfonédulos mamarios es la mds adecuada para la confirmacién de
la infeccidn en un rebafio sospechoso. El uso combinado de los medios
de cultivo Farrell y Thayer Martin mostré una mayor eficacia segtn los
resultados obtenidos por nosotros.
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