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Introduccion

Este Manual es consecuente con las directrices de la OIE y con la Normativa Nacional y de la UE.

La Brucelosis es una enfermedad infecciosa causada por
bacterias encuadradas taxon6micamente en el Género
Brucella. En Espafia, la Brucelosis bovina ha sido una
enfermedad causada por Brucella abortus y menos
frecuentemente por B. melitensis mientras que el agente
etiologico de la Brucelosis ovina y caprina ha sido casi
exclusivamente B. melitensis. En los ultimos afios se han
producido casos esporadicos por B. suis en bovino y ovino.

De acuerdo con el Manual de Pruebas de Diagnostico y Vacunas de la OIE, clinicamente,
la enfermedad se caracteriza por uno o mas de los sintomas siguientes: aborto, retencion
de placenta, orquitis, epididimitis y, raramente artritis, con excrecion de los
microorganismos en las descargas uterinas y en la leche. El diagnostico depende del
aislamiento de Brucella del material infeccioso de los abortos, de las secreciones de la
ubre y de tejidos analizados post-mortem. En las campaias oficiales de erradicacion se
realiza un diagnostico preliminar determinando la respuesta seroldgica frente a los
antigenos de Brucella. Cuando la prevalencia es muy baja en una region, el aislamiento y
caracterizacion taxonomica, de biovariedades y de secuenciacién, constituyen una
herramienta epidemiolégica de gran valor. Igualmente, los presuntos falsos
reaccionantes positivos en zonas libres han de investigarse en profundidad (ver Guia).

El diagnostico de la brucelosis debe siempre centrarse en la
unidad epidemioldgica, que debe ser el referente en la
planificacion de las labores de diagnostico. El diagndstico
etiologico de la enfermedad permite confirmar la infeccion,
aunque debido a su limitada sensibilidad el resultado
negativo no permite excluir la presencia de la infeccion en la
unidad epidemioldgica.

Retencion placentaria



A. Recomendaciones generales

El éxito en la investigacion etiologica del Género Brucella depende de la naturaleza y
frescura de las muestras, el adecuado acondicionamiento y conservacién durante el
transporte de las mismas, y de las Buenas Practicas de Laboratorio para su aislamiento.

En la medida de lo posible, las bacterias del Género Brucella
deben aislarse en medios simples o selectivos, por cultivo a
partir de flujos uterinos, placenta, fetos abortados,
secreciones mamarias, semen o tejidos seleccionados, como
linfon6dulos y o6rganos reproductores masculinos y
femeninos.

Las técnicas de PCR directo todavia no son tan sensibles como
el aislamiento bacteriologico estdndar

Toma de muestras, acondicionamiento e identificacion

Como norma general, las muestras se tomaran bajo unas
minimas condiciones de asepsia, se acondicionaran en tubos o
frascos apropiados estériles que se desinfectaran
externamente. Los tapones de rosca de los frascos se sellaran
con cinta de carrocero o similar y se almacenaran en neveras
isotermas con dispositivos acumuladores de frio o en
condiciones de refrigeracion (+2-8°C).

En cada envase debe indicarse la identificacion completa del animal, tipo de muestra
biologica y fecha de recogida.

Transporte de muestras al laboratorio

Las muestras para la investigacion etiologica se congelaran (<-20°C) (no asi la sangre
sin anticoagulante para estudios serolégicos), si no se prevé la llegada al Laboratorio el
mismo dia en que se toman. Igualmente, se congelaran (-20°C, y si es posible, -80°C) a
la llegada al Laboratorio si no se analizan en dos dias.

Condiciones de Seguridad biolégica

Durante todo el proceso se observara la normativa
vigente, incluso en materia de seguridad e higiene en el
trabajo, y de transporte de sustancias con riesgo bioldgico.

La documentacion que acomparie a las muestras no debe estar en contacto con las
mismas y se debe adherir en sobre cerrado al exterior del paquete de envio.



B. Tipo de muestras

Las probabilidades de aislamiento se incrementan a medida que se muestrea un mayor
numero de 6rganos y linfonédulos del animal infectado.

En el caso del cadaver, por razones practicas y de seguridad, es necesario ceilirse a los
tipos de muestras que a continuacion se relacionan, teniendo presente que la toma de las
mismas en el ganado bovino es en el matadero, y en el caso del ganado ovino y caprino
puede ser en la propia explotacion, y en otras ocasiones el matadero.

Bl Muestras en el animal vivo:

Sangre sin anticoagulante (tubo estandar de 5 ml).
Sangre con anticoagulante (EDTA) (tubo estandar de 5 ml).

Escobillon vaginal en tubo con medio de trasporte (Amies).

En el caso de hembras en lactacion, leche (2 tubos estandares de 5 ml).



B.2

Muestras en el cadaver:

Sangre sin anticoagulante (tubo estdndar de 5 ml).
Sangre con anticoagulante (EDTA) (tubo estandar de 5 ml).

Escobillon vaginal en tubo con medio de trasporte (Amies).

Linfon6dulos supramamarios, o inguinales en el caso del macho (frascos con
tapon de rosca de 50-100 ml de capacidad).

Parénguima mamario colindante con la cisterna al pezon (frascos con tapén de
rosca de 50-100 ml de capacidad)

Leche (tubo estandar de 5 ml), cuando sea posible.

En el caso de bovinos sacrificados en matadero, también linfono6dulos
retrofaringeos (frascos con tapon de rosca de 50-100 ml de capacidad). Estos
ultimos se toman durante la inspeccion sanitaria de la cabeza.

Bazo (frascos con tapon de rosca), cuando sea posible.

En el caso de bovinos gestantes, un tubo de liquido amni6tico obtenido por
puncion directa o cotiledones placentarios.

Si se trata del sacrificio de un ntimero amplio de animales del mismo rebafio o unidad
epidemiologica, se tomaran muestras de al menos 5 animales, preferentemente hembras
gestantes o recién paridas con titulos altos a la Reaccion de Fijacion del Complemento.



En el caso particular de los animales impuberes las
muestras de eleccion se centran en torno a la puerta de entrada
del agente etiologico (ver Anexo II):

® Ganglios retrofaringeos

® Ganglios parotideos
® Ganglios mandibulares

B3. Muestras fetales

Si bien estas muestras presentan un elevado interés por la informaciéon potencial que
pueden aportar, el enorme peligro de contagio y diseminacién a partir de las
mismas pone de manifiesto la necesidad de ser conservadores a la hora de manipular
muestras de los abortos. Se recomienda recoger para su andlisis las siguientes muestras
sobre el feto:

e Contenido estomacal, con jeringuilla.

® Bazo, mediante pequena incision
abdominal (pulmén si no se observa
congestion en el bazo).

Aborto por B. melitensis



Verificaciones practicas:

Las recomendaciones contenidas en este manual se han tomado de la bibliografia
disponible, y de la practica del dia a dia en el laboratorio.

Por rega general, en animales infectados so se produce un aborto. Sin embargo, la
persistencia de la infeccion puede ser de por vida, y los partos sucesivos son
generalmente asintomaticos pero las hembras paridas pueden ser excretoras activas de
Brucella. En cualquier caso, la excrecion del agente patdégeno y por tanto su
diseminacién en el medio ambiente y hacia el resto de los animales dura de hecho
meses de manera continua, incluso durante casi toda la lactacion de manera
intermitente a través de leche y flujo vaginal (10, 11).

En bovinos, se ha comprobado que esta intermitencia es extensible incluso a la serologia,
de tal manera que un animal puede ser simultaneamente portador del agente etiol6gico
y seronegativo. Por esa razon, cuando en una unidad epidemiologica la incidencia es alta
tras sucesivas tandas de serodiagnostico y sacrificio, una de las decisiones a tomar en la
campana puede ser el cambio de manejo o el vaciado sanitario.

La informacion que la bacteriologia aporta en las campafias de erradicacion se muestra
en los ejemplos practicos de los Anexos Iy II.

En el Anexo I (8) se muestran ejemplos de los resultados de la bacteriologia en ovinos
de diferentes situaciones epidemioldgicas y en rebafios vacunados y no vacunados.

Igualmente, en el Anexo II se muestran algunos ejemplos de los resultados de la
bacteriologia en focos agudos y cronicos de bovinos no vacunados.
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