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Brucelosis: metodologias diagndsticas e
interpretacion de resultados
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La brucelosis es una zoonosis que afecta principalmente al ganado bovino, ovino, caprino y por-
cino. En los animales, la infeccion causa abortos, aumento de la mortalidad perinatal e infertilidad
existiendo diversas vias de transmision intra e interespecificas. El hombre contrae la enfermedad
por contacto directo, durante el manejo de animales, faenamiento o por ingestion de productos lac-
teos frescos contaminados.

La repercusidn socioecondmica de la brucelosis es grande en los paises que no la han erradicado. En
Colombia, las pérdidas econdmicas en bovinos no han sido calculadas en toda su extensién, sin embar-
go, evaluaciones realizadas hacia 1993 sugieren valores hasta de 27.000 millones de pesos al aio.

El control y la erradicacién de la brucelosis requiere por lo menos de cuatro medidas diferentes y
coordinadas a saber: vacunacion, diagnostico, remocién de reactores y vigilancia epidemiologica. Si
una de estas acciones falla o se cumple parcialmente, la enfermedad permanece como una cons-
tante o emergente pesadilla. Se dispone actualmente de herramientas que permiten cumplir la pri-
mera con la aplicacién reglamentaria de vacunacién, cepa 19 o R651 (Resolucién 00286 Febrero 16
de 1999) y para la segunda se ha demostrado la utilidad de pruebas serolégicas de alta sensibilidad
y especificidad para la determinacion de la situacion real, el establecimiento de hatos y areas libres
de la enfermedad y la disminucion del riesgo de la enfermedad para el humano. Las ultimas medidas
se encuentran reglamentadas apropiadamente, pero comprenden aspectos econdmicos y de edu-
cacion sanitaria que los han hecho dificiles de llevar a la practica. En el pais las autoridades guber-
namentales encargadas de la sanidad animal representadas por el ICA han presentado para su
ejecucion el Proyecto de Prevencién y Control de la Brucellosis Bovina con el objeto de disminuir
progresivamente la frecuencia de la presentacion de la enfermedad en el territorio nacional hasta
alcanzar las condiciones 6ptimas para su erradicacion.

Brucella es un parasito intracelular facultativo de replicacion intracelular y por consiguiente la
respuesta inmune de tipo celular es crucial para su eliminacion o para proteger el htiesped de la infeccién.
Sin embargo, la infeccion genera la produccion de anticuerpos en el animal, los cuales son emplea-
dos en el diagnéstico, aun cuando no protegen contra la enfermedad. Luego de la entrada en el
organismo, la bacteria invade primero los ganglios linfaticos regionales, si se vence esta barrera del
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sistema inmunitario, se propaga por la via
linfatica o por la sangre, hacia el higado, el bazo
y el tracto reproductor. Brucella se aloja para-
dojicamente en la células fagociticas, cuya fun-
cién estriba en la eliminacion de agentes extra-
fos al organismo. Se cree que el principal me-
canismo de eliminaciéon de la Brucella, es la
activacion de macrofagos al igual que su des-
truccioén por linfocios T, Th1 (CD4), presentan-
do antigenos de Brucella en asociacion con mo-
léculas de clase |l del complejo mayor de
histocompatibilidad. Asimismo, se cree que
linfocitos T citotéxicos CD8+, median la des-
truccion de células infectadas a través de la
interaccion con moléculas clase | asociadas con
los antigenos de Brucella, linfocitos que se di-
ferencian por accién de interleucinas y otros fac-
tores. Se cree que el papel de los anticuerpos
contra estructuras externas, cadena-O de
sLPS, comprende la destruccion de
microognismos de B. abortus susceptibles por
activacion de complemento, la aglutinacion de
organismos reduciendo unidades infecciosas y
por ultimo la opsonizacion eficiente permitien-
do a los microorganismos invadir macrofagos
no infectados.

Los microorganismos del género Brucella po-
seen una envoltura celular formada por una mem-
brana externa, un espacio periplasmico que con-
tiene peptidoglican y una membrana
citoplasmatica. La parte exterior de la membrana
externa es la unica regidén bacteriana en contacto
con el medio y contiene fosfolipidos, proteinas y
un lipopolisacarido (LPS), asimétricamente distri-
buidos. Por su localizacion en la superficie de la
célulay suinmunogenicidad, el SLPS es el primer
antigeno frente al cual aparecen anticuerpos
(IgM, 1gG), tanto en la infeccidbn como en la va-
cunacién con cepa 19.

El diagnéstico inequivoco de la brucelosis es
el directo, por cultivo a partir de leche o tejidos
del animal e identificacion del germen. Sin em-
bargo, el aislamiento es dificil y laborioso, por lo
que generalmente el diagnoéstico se realiza por
métodos indirectos de comprobacién de la res-
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puesta inmune ante la infeccién (MacMillan,
1990). En el presente, se evalua simultanea-
mente la funcionalidad de metodologias capa-
ces de identificar secuencias de genoma es-
pecificas, PCA, para perfeccionar la capacidad
detectora diagndstica.

En la practica, el diagndstico de brucelosis
se basa en la determinacion de la presencia de
anticuerpos en suero mediante pruebas de aglu-
tinacién rapida Rosa de Bengala, Fijacion de
Complemento, Elisa indirecta y Elisa competi-
tiva, las cuales contribuyen a unificar criterios
tendientes a lograr el control y finalmente la erra-
dicacion de la enfermedad. La comparacion en-
tre las diferentes técnicas ha sido realizada por
varios investigadores con el fin de evaluar la
utilidad de cada una de ellas en el diagnéstico
de Brucelosis y se han realizado evaluaciones
a nivel local sobre el comportamiento de las
metodologias inmunoenzimaticas en leche.

Durante la vacunacién con cepa 19, los
anticuerpos IgM aparecen hacia el dia 5, alcan-
zando su pico a los 13 dias post-vacunacion.
Los anticuerpos IgGl aparecen un poco mas
tarde o simultaneamente con la IgM, llegando a
valores maximos entre los 28 y 42 dias, mo-
mento en el cual se inicia su eliminacion. Los
mismos patrones generalmente se cumplen en
la infeccidn experimental con cepa virulenta y
también en los casos cronicos de campo, ex-
cepto que la actividad de los anticuerpos IgM
declina a valores bajos y la actividad residual
permanece en IgG1, IgG2 e IgA, los cuales se
mantienen en titulos elevados.

También se ha establecido la presencia de
respuesta humoral a las proteinas de membra-
na externa, la cual si bien no es comparable a
la producida para los antigenos sacaridos, si
ha despertado gran interés con respecto a las
posibilidades diagnésticas que puedan tener en
caso de la utilizacién de cepas vacunales rugo-
sas como la RB-51.

En animales infectados, a medida que la
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infeccién progresa, las IgG alcanzan un nivel
mas alto y persisten por periodos mas prolon-
gados, debido a que la infeccion de campo al
sobrepasar los mecanismos primarios de de-
fensa del huésped producen una infeccion per-
sistente y prolongada que induce el manteni-
miento elevado de anticuerpos contra el sLPS,
razén por la cual la persistencia de IgG se aso-
cia con la presencia de infeccion. Sin embargo,
en los animales vacunados en ocasiones repe-
tidas se presenta también una infeccién persis-
tente con la produccion durante un tiempo pro-
longado de IgG. Situacion que ocasiona una di-
ficultad muy grande en la diferenciacion de ani-
males infectados y vacunados con cepa 19 por
el aumento del titulo serolégico,
incrementandose aun mas el problema cuan-
do los animales se vacunan varias veces o
cuando se presentan combinaciones de infec-
ciébn de campo y vacuna. En términos genera-
les, se puede hacer una diferenciacién entre
ambas condiciones, siempre y cuando exista
una sola vacunacion y ésta haya sido realizada
en la edad mas temprana posible. Por el con-
trario, cuanto mayor sea la edad y mas nume-
rosas las exposiciones vacunales, la posibili-
dad de diferenciacién desaparece.

Dada la facilidad que tienen los bovinos para
transmitir los anticuerpos a sus crias a través
del calostro y a que en el momento del parto se
presenta una transferencia masiva y selectiva
de anticuerpos a la leche, especialmente de cla-
se IgG, se encuentra una proporciéon mayor de
estas inmunoglobulinas con relacién a los
anticuerpos de tipo IgA. Se puede entonces pen-
sar que cuando en la hembra existen IgG debido
a una infeccion persistente éstas son transferi-
das en cantidad considerable a la leche. Las
IgM sin embargo, permanecen en la sangre sin
ser transferidas. Ademas, la glandula mamaria
puede producir inmunoglobulinas del tipo Gy A
como respuesta a una infeccion local.

En nuestro medio, el objetivo de las pruebas
seroldgicas no es solo el de identificar los ani-
males que estan infectados, sino también el
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diferenciar los animales que han sido vacuna-
dos y estan sanos, de aquellos que habiendo
sido vacunados o no, estén infectados. Esto
debido a que la vacunacién no protege al ciento
por ciento de los animales.

La comparacion entre las diferentes técnicas,
ha sido realizada por diferentes investigadores
con el fin de evaluar la utilidad de cada una de
ellas en el diagnéstico de la brucelosis (Nicoletti,
1969; Stemshorn, 1983, Stermshorn y col., 1985;
Marifio y col., 1990, 1992, 1998). Como requisi-
to previo a la utilizacion de una nueva técnica en
un programa de diagnéstico, se requiere que la
sensibilidad y especificidad sea comparada con
pruebas de referencia (Marifio y Cols, 1998). La
especificidad de una técnica se define como la
probabilidad de dar un resultado negativo cuan-
do ésta es aplicada a un animal no infectado.
Un alto nivel de especificidad garantiza que la
técnica no clasifica incorrectamente animales
no infectados, como positivos. La sensibilidad,
es la probabilidad de dar un resultado positivo
cuando la técnica se aplica a un animal infecta-
do. Una prueba con alta sensibilidad previene
que un numero excesivo de animales infecta-
dos escapen a la determinacion. La sensibili-
dad y especificidad de una técnica puede variar
a medida que cambian las caracteristicas de la
poblacién de animales, como es el caso de la
vacunacion a brucelosis, razéon por la cual se
requiere conocer estos dos factores tanto en
una poblacién vacunada como en una libre.

La simplicidad, aceptabilidad y seguridad son
cualidades definidas como importantes en la efi-
ciencia de las pruebas bioldgicas. Sin embargo,
los conceptos de eficiencia diagnéstica, pue-
den ser confusos si se sugiere que la sensibili-
dady la especificidad son caracteristicas cons-
tantes de una prueba, estos dos parametros,
pueden variar dentro de la poblacién y mas aun
cambiaran con la prevalencia a medida que
avanza el control o la eliminacion de la enferme-
dad. En general, es comun emplear una pruebara-
pida, econdmica y de alta sensibilidad como
prueba tamiz o de excrutinio masivo y utilizar
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una o mas pruebas adicionales como
confirmatorias de los animales positivos. En
este caso, también es necesario conocer la
sensibilidad y especificidad de las técnicas
confirmatorias.

Las multiples comparaciones de técnicas
inmunoenzimaticas realizadas con respecto
a las convencionales han demostrado la utili-
dad de la ELISA indirecta como prueba tamiz
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de elevada sensibilidad con respecto a la
Rosa de Bengala y de la ELISA competitiva
con respecto a la fijacibn de complemento
como prueba confirmatoria y diferencial del
estatus de infeccion o vacunacion de los ani-
males reactores positivos en la prueba indi-
recta (Nielsen, 1998), sugiriendose su aplica-
cién para agilizar los programas de control y
erradicacion de la infeccidn y para garantizar
el comercio internacional.
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