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MISION
Objetivo de la Mision
Fortalecer las actividades de prevencidn y control desarrolladas en Colombia tanto en el
sector salud humana como en sanidad animal con una visién Una Salud.

Desarrollo de la Misién

Del 25 al 27 de septiembre de 2023 en Colombia y con el apoyo de la Organizacidn
Panamericana de la Salud/PANAFTOSA, se desarrollaron reuniones interinstitucionales con
personal de alto nivel del Instituto Colombiano Agropecuario ICA y del Instituto Nacional de
Salud INS, en Bogotd Colombia. PANAFTOSA junto con la persona representando a la OPS en
Colombia, Milton Cardozo, acompafiaron la misiéon del asesor Edgardo Moreno. Durante
estas reuniones se validé el fortalecimiento técnico de las entidades y se recopild
informacidn importante para el andlisis de situacidn actual y posibles recomendaciones. Se
realizaron visitas a los laboratorios del INS y se recibid la informacion referente de los
laboratorios nivel P3 del ICA, con sus respectivos datos de capacidad operativa y diagndstica.

Informacion Técnica Relevante resultado de las reuniones:

a. La mayor prevalencia en Colombia, tanto en humanos como en bovinos es Brucella
abortus. En bovinos se han descrito en Colombia las biovariedades 1, 2, 4 segun la
literatura (doi: 10.3389/fvets.2019.00321; doi: 10.1016/j.ram.2018.08.002). También
se ha establecido la presencia de Brucella canis tanto en perros como en humanos (doi:
10.1016/j.heliyon.2020.e04393). Existe un reporte sobre el aislamiento de Brucella
melitensis en humanos (https://doi.org/10.22354/in.v24i4.886), caracterizado por PCR
usando principalmente 16SRNA, marcador gendmico; este aspecto requiere mayor
profundizacion. No se cuenta con reportes de B. melitensis en pequefios rumiantes a la
fecha, ni de B. suis en los cerdos en Colombia. Sin embargo, es necesario mencionar
gue no se ha hecho una exploracién sistematica al respecto. El Unico reporte sobre la
prevalencia de anticuerpos en cerdos en Colombia arrojé resultados negativos
(http://www.redalyc.org/pdf /3214/321428100005.pdf). No hay vigilancia oficial sobre
la presencia de B. melitensis, B. suis, B. canis y otras brucelas.

b. Referente a protocolos de vacunaciéon en bovinos, se usa la (1) primo-vacunacién con
cepa 19 en terneras; (2) primo-vacunacion y revacunacion en adultas con RB51 a los 6
meses; y (3) primo-vacunacion con cepa 19 y revacunacion con RB51 a los 6 meses. La
vacunacion en terneras es via subcutdnea con dosis completa de cepa 19, mientras que
en adultos se usa RB51 dosis completa, con revacunaciones de la misma cepa.
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La vacuna S19 se fabrica en Colombia por una empresa publico-privada (Vecol). Esta es
preparada originalmente a partir de indculos derivados del USDA, de los Estados
Unidos, (Department of Agriculture of United States) y cada lote se prueba en pureza,
(ausencia de microorganismos extrafios), viabilidad (bacterias vivas por dosis) y
homogeneidad (determinacién de la fase de disociacidn). Sin embargo, segun
informacidn recopilada no se evaltua la relaciéon entre bacterias vivas y muertas, la
virulencia residual y la inmunogenicidad de los lotes; tampoco se estiman sus
caracteristicas moleculares o se compara con cepas de otras casas comerciales. Ademas
de las agencias que venden la RB51, a Vecol se le ha autorizado distribuir y vender la
vacuna experimental Delta-PGM producida en Argentina.

Prevalencia de la brucelosis en bovinos: Existen estudios previos de prevalencia como
el ejecutado por el ICA en el 2019 que arroja una prevalencia predial estimada entre el
27-30 %, aunque la prevalencia periédica reportada se estima entre 4-12% (doi:
10.3389/fvets.2019.00321). Aun asi, se evidencia ausencia de concordancia entre las
coberturas vacunales y la casuistica de la enfermedad.

En la actualidad en Colombia los animales sospechosos de brucelosis, por diagndstico
serolégico o por aislamiento, son sacrificados sin compensacion.

Conforme la prevalencia en bovinos y el nimero de casos humanos reportados por el
INS, se presume una tasa elevada de subnotificacién y diagndstico, situacidén que
confirman algunos trabajos de riesgo ocupacional realizados en Colombia
(https://ciencia.lasalle.edu.co/mv/vol1/iss28/7/).

Referente al area de salud humana; la brucelosis actualmente en el pais no es una
enfermedad de reporte obligatorio y aun no hay un protocolo al respecto. Tampoco hay
un protocolo oficial sobre el diagndstico clinico, tratamiento ni un sistema coordinado
de reportes.

El pais cuenta con varias técnicas diagndsticas estandarizadas tanto para salud
animal como humana; éstas incluyen aglutinacién como el Rosa de Bengala (RBT), 2-
ME vy el rivanol (en el INS), cELISA, iELISA, FPA. Sin embargo, la interpretacion
diagndstica requiere revision. Principalmente relacionados a los conceptos de
pruebas tamiz (por ejemplo, RBT) y pruebas “confirmatorias” (como cELISA, iELISA y
el FPA), lo que desde el punto de vista conceptual esta errado.
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DISCUSION Y RECOMENDACIONES

1.- Prevalencia de la brucelosis.

Segun la informacidn recopilada; la prevalencia actual de la brucelosis bovina en Colombia
se desconoce y existen algunos datos no concordantes entre academia y la entidad oficial.
El ICA indica cerca de un 30% conforme estudio de seroprevalencia realizado por esta
entidad en el 2019; algunas publicaciones reportan entre 4-12% de prevalencia. Situacién
similar ocurre respecto a la brucelosis humana, que posiblemente se encuentre
subdiagnosticada.

Aparentemente, la brucelosis porcina y de pequenos rumiantes no es un problema
importante en Colombia, pero no se cuenta a la fecha con investigaciones o publicaciones
relevantes sobre este aspecto. Por este motivo se considera necesario establecer una
estrategia que determine la prevalencia de anticuerpos en bovinos y otras especies en
Colombia, asi como el riesgo zoonético en ciertas poblaciones.

Una circunstancia que dificulta la estimacion de la prevalencia de la brucelosis bovina en
Colombia es la vacunacidén por via subcutanea de las terneras con dosis completa de S19.
Se cuenta con evidencia del buen nivel inmunogénico y de proteccién de esta vacuna, pero
una proporcién importante de animales permanece con anticuerpos contra el
lipopolisacarido liso, y por tanto positivo a practicamente todas las pruebas seroldgicas por
varios meses, e incluso por afios. Situacidon que puede incrementar la complejidad si se
vacunan animales mayores de 8 meses. Una fuente comun de error es vacunar a animales
mayores de 8 meses, los que frecuentemente se “deslizan” como terneras. Ademas de la
vacunacion y revacunacién con RB51. Aunque la vacunacién y revacunacién de adultos con
RB51 generalmente no induce una respuesta de anticuerpos aglutinantes, si induce
anticuerpos que se detectan en pruebas de unién como los ELISA, incrementando la
prevalencia.

Se emite recomendacion al Instituto Nacional de Salud adelantar estudios en poblaciones
ocupacionales de riesgo como los trabajadores de mataderos, vacunadores, veterinarios,
técnicos veterinarios, estudiantes de veterinaria, ordefiadores, personal de laboratorio
trabajando en brucelosis y personal que trabaja en la fabricacion de vacunas de brucela.

Debido a que ninguna prueba serolégica convencional en estas circunstancias puede
diferenciar entre anticuerpos generados por vacunacién de los inducidos por infeccién, es
probable que la prevalencia de predios (de hato) reportada en 30% esté sobrestimada
debido a la presencia de anticuerpos vacunales residuales, en particular en zonas
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endémicas. Lo anterior induce al sacrificio innecesario de animales, con las consecuencias
econdmicas para los productores y de credibilidad para el programa. Esta bien demostrado
que las pruebas estimadas como confirmatorias (en realidad complementarias) no lo sony
pueden conducir a errores diagndsticos.

Para estimar la prevalencia real de la brucelosis bovina, se recomienda hacerlo de forma
tabulada y aleatoria por regiones y departamentos, en donde se estratifiquen las
poblaciones, en predios no vacunados, predios vacunados (ternares) con S19 Unicamente y
predios vacunados con RB51. COmo Unica prueba seroldgica debe usarse el RBT (ver
justificacién adjunta). Si se desea, se puede usar como prueba complementaria el iELISA (no
es confirmatoria) debidamente estandarizado con sueros de animales positivos (con
aislamiento) y libres de brucelosis vacunados y no vacunados para obtener el punto de corte
en las condiciones epidemioldgicas dadas. En caso de no tener esta coleccion de sueros, se
recomienda el RBT como prueba Unica.

Es importante que tanto el ICA como el INS tengan un banco de sueros nacional. EI INS puede
establecer un banco de sueros positivos (cultivo positivo de Brucella) y negativos. El ICA
puede colectar sueros de animales positivos (con cultivo positivo), animales negativos de
predios libre vacunados con S19 como terneras (3-6 meses), animales adultos vacunados
con S19, animales vacunados y revacunados con RB51 y bovinos negativos de predios libres
de brucelosis. En la medida de lo posible, el ICA puede obtener informacién de la edad de
vacunacion de los animales y el tipo de vacunacidn, asi como el registro de abortos e
infertilidad por predio, asi como de aislamientos. Debido a las circunstancias
epidemioldgicas y de vacunacién en Colombia, es probable que la prevalencia estimada
permanezca con un sesgo de falsos positivos, el que debe ponderarse hasta no cambiar el
sistema de vacunacién.

2.- Vacunacion en bovinos.

Este aspecto es uno de los retos mas evidentes que afronta el pais. La literatura como las
experiencias exitosas en varios paises (ej. USA, Canadd; Europa, Oceania) ofrecen evidencia
gue la vacunacién de bovinos con S19 es la forma mas eficiente de disminuir la prevalencia
de la brucelosis y eventualmente controlarla. Por eso es importante inmunizar con S19 la
mayor cantidad de bovinos para alcanzar una inmunidad de hato eficiente. A la fecha no
existe ningun ejemplo de otra vacuna que haya logrado controlar y erradicar la brucelosis
bovina.

En general hay tres estrategias de administrar la vacuna: dosis completa por via subcutanea,
dosis reducida por via subcutanea y dosis reducida por via conjuntival. Los tres tipos de
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inmunizacidn son igualmente eficientes y protegen a los animales contra la brucelosis. Sin
embargo, como mencionamos, la dosis completa por via subcutdnea induce una produccién
de anticuerpos prolongada en los animales. Esto dificulta el diagndstico. La dosis reducida
en terneras minimiza el efecto serolégico considerablemente ya que solo cerca del 5 % de
los animales permanece positivo después de 6 meses. Aun en vacas adultas, esta dosis
reducida minimiza el efecto seroldgico, pero no anula los abortos e infecciones de la
glandula mamaria por la vacuna. La respuesta de anticuerpos disminuye aiin mas cuando la
S19 se administra por via conjuntival, manteniéndose el mismo nivel de proteccién. De la
misma manera, los efectos secundarios colaterales a la vacunacién con S19, disminuyen con
la vacunacidn conjuntival.

Ademas de eficiente, y de requerir una sola dosis, la via conjuntival es un método
completamente seguro cuando se aplica a terneros de 3 a 6 meses de edad. Esta vacunacién
practicamente reduce el problema de la interferencia seroldgica a un nivel minimo en hatos
libres. En condiciones endémicas la vacunacién conjuntival induce un nimero menor de
falsos positivos. Incluso la vacunacién conjuntival se puede implementar en adultos. Aunque
en adultos la interferencia seroldgica de los animales vacunados por via conjuntival es un
poco mayor que las terneras vacunadas por esta via, la respuesta seroldgica es muy inferior
a la via subcutanea, favoreciendo el diagnéstico diferencial entre animales vacunados e
infectados en mayor proporcidon. Ademas, la vacunacién conjuntival en adultos minimiza los
abortos y la pérdida de leche cuando se aplica a vacas prefiadas, por es el método de
eleccidn para la vacunacién masiva de todo el rebano.

Una creencia general es que la vacunacién conjuntival es mas dificil y peligrosa que el
procedimiento subcutaneo. Sin embargo, con un adecuado uso de medidas de proteccién
sencillas, la via conjuntival es facilmente aplicable en el campo (ver enlace de video que se
adjunta) Esta vacuna se puede fabricar facilmente (se diluye la vacuna de dosis completa o
bien adquirir comercialmente (ej. CZV, ver enlace que se adjunta).

Se recomienda eliminar completamente el uso de la vacuna RB51 (una cepa rugosa), ya que
se ha demostrado que su nivel de proteccion es mucho mds bajo que la S19. En experimentos
controlados, la proteccidon de RB51 es en comparacién inferior a la proporcionada por la S19
y dura menos de cuatro afios sin evidencia de que la revacunacion con RB51 refuerce la
inmunidad. Ademas, de la interferencia de la RB51 en ensayos inmunoabsorbentes (iELISA,
CELISA y otros) y en la fijacién del complemento, problemas que se acentuan al revacunar
animales previamente inmunizados con RB51 o S19. Ademas, el contacto con brucelas de
campo provocan anticuerpos contra el lipopolisacarido liso en lo animales vacunados con
RB51. Por lo tanto, la RB51 no tiene propiedades DIVA (de diferenciar animales vacunados
de infectados) y confunde el diagndstico en las condiciones en que se administra en
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Colombia.

Existe evidencia sélida de que RB51 se excreta en la leche y es abortiva en animales
prenados, liberandose asi en abortos y fluidos vaginales. Estos problemas se ven acentuados
por la virulencia de RB51 en humanos, la falta de pruebas serolégicas de diagndstico que
detecten estas infecciones y la resistencia a rifampicina de RB51. En este sentido en
humanos cuando se sospeche clinica y epidemiolégicamente un cuadro de brucelosis en
aquellos lugares en donde se vacuna con RB51, la Unica manera de diagnosticar es mediante
el cultivo de la bateria, ya que al ser una cepa rugosa las pruebas tradicionales de
diagndstico no detectan esta infeccidn.

Referente a la cepa argentina de B. abortus Delta-PGM, que actualmente se esta
promoviendo en Colombia, cabe mencionar que esta vacuna no se ha probado en el campo
en condiciones endémicas, no se cuenta con soporte suficiente sobre cual es su verdadero
potencial y nivel de proteccidén bajo las circunstancias de alta prevalencia que existen en
Colombia. Al ser una vacuna rugosa, como la 45/20 y la RB51, tienen un nivel de proteccion
inferior a las vacunas lisas. En experimentos controlados, un candidato vacunal similar a la
Delta-PGM producido en B. melitensis (B. melitensis PGM) mostré un nivel de proteccién
inferior en comparacién con otros candidatos a vacunas
(doi: 10.1371/journal.pone.0002760). La Delta-PGMA no ha sido probada para uso oficial
en Argentina y estd registrada ante SENASA de Argentina con certificado de categoria “E”

gue cataloga a la DeltaPgM como producto de exportacidon que se puede producir en
Argentina, pero no puede comercializarse ni vacunar ganado en ese pais del cono sur
(https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=8739093). En estas condiciones lo mas

recomendable es mantenerse apartado y a la expectativa hasta que se generen datos
probados sobre su eficiencia en condiciones endémicas de campo.

3.- Control de calidad de la vacuna S19

Teniendo en cuenta los reportes de predios, en apariencia debidamente vacunados con S19,
gue registran brucelosis, es necesario evaluar varios aspectos. Uno de ellos es la posibilidad
de subregistro de la vacunacidn, otro que exista un mal manejo de la vacuna, como por
ejemplo una deficiente red de frio o una manipulaciéon prolongada por parte de los
vacunadores, entre otros. Sin embargo, estos aspectos son particulares y no deberian ser
extensivos.

Uno de los problemas que hay que considerar es la calidad de la vacuna. Ademas de las
pruebas bacterioldgicas basicas para determinar viabilidad, disociacion (lisas versus
rugosas), se debe establecer la proporcién de bacterias vivas versus muertas en la vacuna.
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El proceso de liofilizacion siempre genera la muerte de una proporcidn de bacterias, por lo
que los productores de vacunas siempre incluyen un exceso de bacterias para compensar la
muerte. Sin embargo, este exceso debe limitarse a no mas del 15%-25%. Para determinar la
proporcién de vivas y muertas, se debe pesar el contenido seco (ej. pesando un frasco vacio
y uno lleno de vacuna) de la vacuna y determinar por peso cuantas bacterias vivas respecto
a las muertas existen. Esto es esencial pues no solo el nimero de bacterias vivas es
importante para la vacunacién. Una alta proporcién de bacterias muertas en la vacuna
induce a la produccién de anticuerpos no deseados en los animales vacunados interfiriendo
en el diagndstico.

También se recomienda realizar pruebas de potencia de los lotes vacunales. Las brucelas
lisas crecidas en medios bacteriolégicos por periodos pueden atenuarse, perdiendo
potencia. En general las compafiias productoras de vacuna antibrucelosas, incluyen las
pruebas la “virulencia residual" en ratones. Esta prueba es una forma aceptada para evaluar
las vacunas contra la brucelosis. En caso de que la compaiia productora de vacuna no
ejecute esta prueba, es recomendable que la realice el ICA por lo menos cada dos afios con
los mayores lotes, para asegurarse que la calidad inmunogénica de la vacuna permanece.
Esta prueba de virulencia residual en ratones esta bien descrita en el manual de la OMSA.
De igual forma es conveniente comparar la virulencia residual de la vacuna que se produce
en Colombia con vacunas producidas en otras latitudes (eje CZV), para asegurar su
eficiencia. De igual forma, es importante secuenciar cada lote de vacuna S19 y comparar
esta secuencia con las bases de datos de S19 existentes, comprobando que no tenga
mutaciones adicionales. Esto da confiabilidad sobre la vacuna.

4.- Estrategias de control de la brucelosis bovina.

En Colombia, al igual que la mayor parte de los paises de Iberoamérica, la erradicacién de
la brucelosis es sumamente dificil. La erradicacion requiere una inversién enorme durante
un periodo sostenido por décadas, con intervencidn sostenida del estado y compensacion
econémica de todas las pérdidas de los productores. En los paises de medianos ingresos
como Colombia, estas condiciones son dificiles de alcanzar. Bajo esta perspectiva lo mds
importante y realista es reducir la prevalencia de la brucelosis, proporcionando una
inmunidad de hato contra la brucelosis extensa y eficiente. Para esto lo que se recomienda
es la vacunacion masiva (jovenes y adultos) por via conjuntival con cepa de B. abortus S19.
Esta estrategia eleva la inmunidad del hato y protege contra el aborto y la liberacion de la
bacteria de campo reduciendo la transmisién a los animales y al ser humano. La vacunacién
conjuntival, en comparacion con la subcutanea, también disminuye (no elimina) el riesgo de
aborto de los animales vacunados en estado de prefiez y disminuye el riesgo zoonético.
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Es importante entender, que durante la inmunizacién masiva del hato nacional con cepa 19,
no se recomienda hacer el diagndstico serolégico por un periodo de 2 afios debido a la
revacunacion y vacunacion de animales en zonas endémicas. Cierto que se puede evitar la
revacunacion de animales previamente vacunados con S19 (no los vacunados con RB51)
mediante la comprobacién del registro vacunal del predio. Sin embargo, bajo las
circunstancias endémicas de Colombia es previsible que en la vacunacidon masiva
inevitablemente revacunen animales y se vacunen bovinos que han estado en contacto con
la bacteria de campo.

Lo anterior aumenta la prevalencia de anticuerpos en el hato confundiendo el diagndstico,
induciendo al sobre sacrificio de bovinos inmunes y debidamente protegidos. Un periodo
de dos afios después de la vacunacién masiva permite que la inmunidad de hato se
incremente, la prevalencia de la infeccidn baje, y el nivel de anticuerpos baje, de tal manera
gue se pueda ir estableciendo el diagndstico seroldgico, en particular en los remplazos
vacunados. El unico diagndstico de rutina permitido es para certificar la negatividad
seroldgica de aquellos animales que sean transportados, vendidos o comprados, o bien los
que han abortado con sospecha clinica de brucelosis. Con el tiempo, una vez que la
prevalencia ha disminuido considerablemente (ej. menos del 2%) se pueden establecer
estrategias para ir declarando predios libres de brucelosis (no libres de serologia
necesariamente), siempre con cobertura vacunal de S19 por via conjuntival en la medida de
lo posible.

Una de las ventajas que tiene la vacunacién masiva, es que, al no realizarse el diagndstico
por dos afios, aumenta la credibilidad de los productores, al no sacrificar innecesariamente
animales falsos positivos protegidos, al mismo tiempo que se baja la prevalencia. No hay
asunto que enoje mds a los productores y desprestigie a un programa que el sacrificio de
animales falsos positivos, que estdan debidamente protegidos. Como mencionamos, la
erradicacion es posible, pero requiere de un alta inversidn sostenida y colaboracién de todas
las partes, y debe establecerse como una estrategia futura y no inmediata, una vez que la
prevalencia disminuya por debajo del 1%.

5.- Diagndstico seroldgico en bovinos.

Actualmente el diagndstico de la brucelosis bovina en el ICA mediante pruebas seroldgicas
es sumamente intrincado y complicado innecesariamente. Hacer muchos ensayos confunde
y es contraproducente. Es necesario para el pais simplificar el diagndstico. Es evidente que
el RBT, BPAT y LFA son ensayos cualitativos homogéneos simples que no requieren ajustes
(ej. puntos de corte) ni equipos caros que deban ajustarse y por tanto adecuados para la
determinacién de anticuerpos contra Brucella en bovinos. Por otro lado, el iELISA, cELISA y
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FPA deben ajustarse para su uso en una situacién epidemioldgica determinada. Es decir, no
se pueden usar siguiendo los puntos de corte recomendados por las casas comerciales.
Necesariamente ellos deben ajustarse a cada situacién epidemioldgica (ver abajo). Ademas,
estos ensayos de union (iELISA, cELISA y FPA) no son dificiles de implementar en el campo y
sélo se pueden realizar en laboratorios, al contrario del RBT y LFA que funciona
perfectamente en todas las condiciones epidemiolégicas. Aunque el RBT y el LFA son
pruebas utiles para el diagndstico ya que son directas, estas no son iguales: mientras el LFA
requiere controles de I1gG especificos de cada especie en la tira cromatografica, el RBT es
multiespecie. Ademas, el RBT tiene un menor costo respecto al LFA

Las consideraciones anteriores no deben interpretarse en el sentido de que los ensayos
como iELISA, cELISA y FPA sean defectuosos en si mismos. Ellos tienen utilidad. Por ejemplo,
el iELISA adaptado para detectar anticuerpos en leche es apropiado. Se han introducido
algunos iELISA para vigilancia en algunos paises que erradicaron la brucelosis de rumiantes
domésticos, ya sea en combinacidn con RBT o solos. Sin embargo, hay que tener en cuenta
gue ninguno de estos paises alcanzd el estatus libre de brucelosis con los iELISA, cELISA u
otros ensayos de unién, pruebas que llegan tarde en comparacién con los ensayos de
aglutinacién usados para la erradicacion de la brucelosis en varios paises. Otras pruebas
como el FPA y el cELISA no son lo suficientemente sensibles en condiciones endémicas.

Existen una gran cantidad de mitos sobre el RBT (y su prueba hermana el BPAT). Todo lo
anterior se debe a malas interpretaciones. Existe la idea de que los resultados positivos del
RBT en comparacidn con el cELISA se deben a su baja especificidad, cuando en realidad es
el cELISA el que tiene falta de sensibilidad dando falsos negativos, en particular cuando no
se ha estandarizado para para las condiciones epidemioldgicas especificas de la region. El
RBT no es una prueba de tamizaje ni el cELISA (u otras pruebas como el FPA) es
confirmatoria. Es decir, no existen las pruebas confirmatorias, todas son complementarias,
impulsado por la ingenua creencia de que las pruebas sofisticadas y llamativas descritas en
paises donde la brucelosis de rumiantes ya no es relevante, son mejores que otras mas
sencillas.

Por ejemplo, en ausencia de vacunacion o vacunacion solo con RB51, el RBT tiene un 100%
de especificidad y sensibilidad, ya que no existen anticuerpos vacunales contra el LPS en
estas poblaciones. Lo mismo en un sistema que se vacunen terneras con S19 por via
conjuntival, después de tres meses de la inmunizacién, la sensibilidad y especificidad del
RBT es cercana al 100%. En condiciones endémicas de brucelosis en donde se vacuna con
S19, ninguna prueba seroldgica (ni el RBT ni los ELISAs o FPA) es capaz de distinguir los
animales vacunados de infectados con certeza, ya que el contacto con la bacteria de campo
induce un refuerzo inmunolégico en la poblacién del hato. En este sentido complicar las
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cosas simples es un buen negocio, y a menudo estd creo que quedd incompleta la idea

Bajo este contexto se recomienda que se simplifique el diagndstico seroldgico reportando
solo el RBT, y a lo sumo el iELISA, siempre y cuando el punto de corte de este ultimo ensayo
se valide adecuadamente con una coleccion de sueros positivos (con aislamiento) y
negativos de animales vacunados con S19, revacunados con RB51 y no vacunados. En caso
de no poseer esta bateria de sueros, entonces se recomienda usar solo el RBT. La
interpretacién debe hacerse de acuerdo con las condiciones epidemioldgicas tal y como se
menciond anteriormente (vacunados con S19 no vacunados, vacunados con RB51). Por
ejemplo, en un hato vacunado con S19 con animales RBT positivos que no tenga registro de
abortos o infertilidades o zoonosis, debe vigilarse, pero no considerarse necesariamente
positivo por brucelosis. El cELISA no da ninguna informacidn adicional al respecto. Solo
confunde, tal como mostramos en el ejemplo que ensefiamos durante nuestra visita.

6.- Diagndstico serologico en humanos

En forma similar a lo que sucede en brucelosis animal, el diagndstico serolégico que se
realiza actualmente para detectar infecciones por Brucella en humanos es sumamente
intrincado e innecesariamente complicado. Por lo que se recomienda simplificarlo usando
principalmente el RBT, y en algunos casos el Brucellacap.

Es importante entender que la brucelosis humana carece de sintomas patognomanicos y las
pruebas de laboratorio son fundamentales para su diagndstico. Sin embargo, en paises
endémicos como Colombia la mayoria de las pruebas serolégicas en humanos pueden ser
dificiles de interpretar sin una historia clinica adecuada. Por ejemplo, una serologia positiva
corresponde a una alta sospecha de infeccidn, pero no necesariamente de enfermedad. La
enfermedad, no se puede ni debe determinar por serologia, solo clinicamente, es decir por
los médicos infectélogos a los que se le debe reportar el resultado de la serologia la que
siempre es presuntiva.

Ahora bien, una serologia positiva en presencia de sintomas compatibles con brucelosis y
una anamnesis que indique previo contacto con animales hospederos o productos lacteos
no pasterizados, sugiere inmediatamente enfermedad clinica y por lo tanto hay que
proceder al tratamiento independientemente si hay cultivo positivo o no. Por supuesto que
un cultivo positivo es lo ideal y el elemento confirmatorio innegable de una infeccion activa
por brucelosis. En humanos existe la ventaja que una sola prueba serologia, a lo sumo dos,
con buena sensibilidad y especificidad es suficientes para el diagndstico ya que no existe el
problema de diferenciar vacunados de infectados, y por lo tanto no es necesario confirmar
nada. Simplemente y de forma directa la presencia de anticuerpos por cualquier prueba
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seroldgica bien estandarizadas indica infeccion (no necesariamente enfermedad).

Bajo esas circunstancias se ha determinado que el RBT es una prueba muy sensible y
especifica en casos de brucelosis de corta evolucion (llamada aguda) e incluso de larga
evolucidn (llamad crénica) que se relaciona con su capacidad para detectar IgM, IgG e IgA,
con la ausencia de prozonas debido al bajo pH en que se realiza. EI RBT es una prueba
altamente especifica en los sueros de personas negativas que no han estado en contacto
con Brucella, y raramente da falsos positivos. Cuando el RBT se modifica para probar
diluciones de suero, se pueden diagnosticar con alta sensibilidad y especificidad en
individuos infectados (titulo de diagndstico >4) en este sentido la simplicidad y asequibilidad
de la RBT la acercan a la prueba ideal para hospitales y para el campo. En la mayoria de las
circunstancias un RBT es suficiente para el diagndstico presuntivo de brucelosis humana.

Si bien la mayoria de los sueros humanos con sospecha de brucelosis requieren de 0.5 a 4
minutos para determinar una aglutinacidn franca, algunos pocos sueros humanos requieren
una incubaciéon mas prolongada para detectar una aglutinacidn positiva en RBT. Esto puede
complicar el diagnéstico seroldgico, en particular porque las muestras en los platos se
pueden secar y requieren incubacion en cdmara humeda. Por ejemplo, los sueros con IgA
blogueantes o con titulos altos de anticuerpos no aglutinantes pueden necesitar hasta 8
minutos para desarrollar aglutinaciones, lo que se vuelve poco practico. Ese tipo de
anticuerpos pueden aparecer en brucelosis de larga evolucidn. Es decir, el Rosa de Bengala
puede mostrar falsos negativos en sueros provenientes de infecciones de evolucion muy
largas (aproximadamente un 75% de los casos de evolucién prolongada no son detectados).
En casos claros de sospecha clinica de enfermedad sin una franca aglutinacion o aglutinacién
sospechosa, es conveniente realizar pruebas como el Brucellacap (el equivalente a la prueba
de Coombs) que tiene una sensibilidad y especificidad parecida al RBT pero que ademas
detectan anticuerpos bloqueadores o no aglutinantes. Usando Brucellacapt, titulos por
encima de 1/320 son indicativos de brucelosis, pero debe siempre evaluarse juntamente
con las demas pruebas clinicas y la seroprevalencia de la enfermedad en la zona, antes de
un juicio. Esta prueba tiene el inconveniente de ser mas cara. Sin embargo, al igual que el
RBT se puede adaptar para usar en el campo.

Las reacciones inespecificas de aglutinacién del RBT, se limitan generalmente a sueros muy
hemolizados y bien a sueros altamente quilosos, sueros no bien desfibrinados o plasma con
hilos de fibrina. Sin embargo, al “ojo bien entrenado” estas falsas aglutinaciones pueden
detectarse y son previsibles. En muchos de estos casos, una buena centrifugacién de los
sueros y diluciones seriadas pueden resolver los problemas. Otras enfermedades febriles
como tuberculosis, malaria, fiebre tifoidea, lupus eritematoso, artritis reumatoide,
sarcoidosis y linfoma activo, dengue, chikunguiia, Sika, malaria y otras no son fuente de
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falsos positivos en el RBT. Por otro lado, existen reactividades cruzadas la con Vibrio
cholerae, Francisella tularensis y Yersinia enterocolitica 0:9. Sin embargo, esto tiene poca
importancia en la practica clinica y generalmente presentan muy bajos titulos y no se
relacionan con la clinica.

Las pruebas serolégicas como el iELISA, cELISA, FPA no tienen ninguna ventaja comparativa
respecto al RBT. Ademas de ser mds caras y de requerir equipos para su lectura, deben
estandarizarse estableciendo el punto de corte para las condiciones epidemioldgicas de
cada regidn usando sueros positivos (cultivo positivo) y negativos. En general estas pruebas
tienen problemas de especificidad y sensibilidad, en particular en zonas endémicas. Por lo
tanto, no se recomienda usarlas. Mucho menos ella aglutinaciéon con 2-Me o en presencia
de rivanol, las que tienen falta de sensibilidad.

Un aspecto importante en el diagndstico de la brucelosis humana es la eliminacidn de los
antigenos febriles (ej. Rapid Labs, Fotress Diagnostics, Biotec, Cenogenics, Plasmatec etc.)
en el diagnéstico de la brucelosis humana, en particular en los hospitales y clinicas. Se ha
determinado que tienen problemas enormes de especificidad debido a que la preparacién
de los antigenos es inapropiada y a su produccidon que no estad bien controlada desde el
punto de vista diagndstico de la brucelosis.

7.- Aislamiento e identificacion de la brucella en animales.

El pais informé sobre las dificultades que tienen para el aislamiento de las brucelas y algunos
problemas para su caracterizacion. El aislamiento de las brucelas es truculento y requiere
experiencia, tanto en la identificacidn de las colonias como en la utilizacion de medios. Para
el aislamiento primario de las brucelas de animales vivos se usa la leche (preferentemente
individual y no por tanque) hisopados vaginales y semen. La sangre raramente se usa pues
el nimero de bacterias circulante en bovinos es bajo. Solamente en animales acabados de
abortar, en donde puede ocurrir una bacteriemia transitoria hay mejores probabilidades del
aislamiento de sangre. En animales muertos, los ganglios submandibulares, parotideos,
retrofaringeos, precapsulares, prefemorales, supramamarios; la placenta (placentomas), el
semen, el epididimo, el bazo e higado, son los tejidos mas importantes.

Se deben usar tres tipos de medios sélidos, uno rico y dos selectivos. Entre los ricos como
podria ser el agar sangre, agar Brucella, agar Columbia suplementado con dextrosa y sangre,
o algun otro similar. Los selectivos son de dos tipos: el Farrel y CITA. El primero se puede
conseguir comercialmente; este medio es altamente selectivo, y aunque evita en gran
medida la contaminacién por otros microrganismos, dificulta el crecimiento primario de las
brucelas provenientes de fluidos y tejidos. El segundo medio selectivo es el CITA que debe
hacerse en el laboratorio (ver referencia abajo), este medio al tener una dosis de antibidticos
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mas balanceada favorece el crecimiento de las brucelas en mayor proporcién que el Farrel.
Los platos deben incubarse en presencia y ausencia de CO2 y leerse cada 24 horas y no
descartarlos antes de una semana.

Las colonias sospechosas deben replicarse en medio solido e identificarse
bacterioldgicamente por tincién de Gram, actividad de ureasa y oxidasa, utilizacion de
citrato, reduccién de nitrato, produccion de H2S, crecimiento en presencia de tionina (20
pg/mL) y fucsina basica (20 pug/mL), motilidad y absorciéon de cristal violeta (ver referencia
de Alton et al). Debido a que la tincién de cristal violeta en los platos para determinar
disociacion bacteriana entre lisas y rugosas, es truculenta y se requiere cierta experiencia,
tanto en la preparacion de la tincion (el tiente requiere “madurar”) como en la tincion de
las colonias, se sugiere hacer pruebas con naranja de acridina. Las bacterias rugosas como
RB51 o B. canis, aglutinan en presencia de este colorante, mientras las lisas no lo hacen. Se
debe distinguir las cepas de campo de las vacunales. La S19 es eritritol sensible, mientras la
RB51 es rugosa. Es importante usar bacterias de referencia, en particular lisas y rugosas (e;.
RB51y S19). Debe hacerse el diagndstico diferencial con cepas de Ochrobactrum. Esto es
relativamente facil, pues estas bacterias son motiles.

Una vez que se hace la caracterizacion bacteriolégica se procede a la caracterizacién
molecular. Las tres pruebas recomendadas son el Bruce-Ladder, el MLVAl6 y la
secuenciacion. Existen kits comerciales para los primeros dos. La secuenciacién por llumina
es suficiente. Con el primer test es suficiente para distinguirlas especies de B. abortus, B.
melitensis, B. canis, B. ovis, B. ceti, B. neotomae y B. microti. Sin embargo, diferentes
especies se pueden distinguir como B. suis (B. suis 1-5, B. amazoniensis B. nosferati y otras),
lo que desde el punto de vista epidemioldgico no es un problema. Esta prueba distingue
también las brucelas de los Ochrobactrum. El MLVA16, se puede realizar tanto doméstico
como comprar el kit comercialmente (ver los enlaces). Tiene la ventaja de que da una
dispersion filogenética que permite distinguir cepas diferentes entre las especies y que
existen bases de datos publicas (http://mlva.i2bc.paris-saclay.fr/brucella/).

La secuenciacidn del genoma completo es la prueba mas especifica para identificar las
brucelas. Tanto el MLVA como la secuenciacidén del genoma requieren de una persona bien
entrenada y con experiencia en el uso de los programas informaticos para la comparacién
de los genes (MLVA16) y genomas que se interrogan para la generaciéon de arboles
filogenéticos y caracterizacion ultima de las bacterias. Es importante notar que en algunas
bases de datos confunden taxondmicamente a Ochrobactrum con Brucella. Esto es
incorrecto desde todo punto de vista y debe ponerse atencién para no confundir estos dos
géneros (ver referencias al respecto).

Es fundamental que el ICA establezca su propio cepario de las brucelas aisladas en el pais en
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animales y en la medida de lo posible cepas de referencia. Idealmente el cepario debe
mantenerse liofilizado y en refrigeracion o congelacion (idealmente a -80 grados C) después
de haberse identificado la especie y cepa de Brucella. Es importante que el cepario sea
redundante, en particular con el INS, por lo que se pueden compartir.

8.- Aislamiento e identificacién de brucelas en humanos.
El nimero de aislamientos que se han obtenido en humanos en Colombia por el momento
es bajo. Por secuenciacidn se han caracterizado dos especies B. abortus y B. canis.

En las etapas iniciales de la brucelosis, los pacientes experimentan una bacteriemia que
puede detectarse mediante la extraccion de dos o tres hemocultivos separados. A medida
que avanza la infeccion, el organismo se elimina del torrente sanguineo y se secuestra en
los tejidos y es mas dificil aislar de sangre ya que la concentracién de bacterias circulantes
disminuye gradualmente y el patron de bacteriemia se vuelve menos consistente, lo que
hace cada vez mds dificil el aislamiento del organismo. En brucelosis con lesiones focales el
aislamiento se puede procurar de esas lesiones. En casos de inflamacidon de las
articulaciones se puede intentar de liquido sinovial y en caso de meningoencefalitis del
liquido cefalorraquideo.

Tradicionalmente los cultivos se realizan en medio difasico de Ruiz Castafieda. Sin embargo,
se deben mantener al menos 45 dias antes de ser descartados. Los sistemas automatizados
de hemocultivos, en los que se detecta la multiplicacion bacteriana mediante el seguimiento
de la produccién de CO,, ha aumentado la sensibilidad de los hemocultivos y ha acortado el
tiempo de deteccidn de las brucelas. Hoy en dia, mas del 95% de todos los hemocultivos
obtenidos de pacientes con brucelosis aguda detectan el organismo causante dentro del
habitual periodo de incubacién de una semana sin necesidad de subcultivos. En pacientes
con una evolucién mas larga de la infeccion y/o complicaciones focales aun se requiere una
incubacion prolongada y la realizacidn de subcultivos. Las brucelas se pueden identificar
directamente de los hemocultivos mediante pruebas bacterioldgicas, moleculares (ej. PCR)
usando los imprimadores apropiados para Brucella o bien hacer subcultivos en platos en
presencia y ausencia de CO; para identificarlos como se indicé. Posteriormente se puede
hacer, Bruce-Ladder, MLVA16 o secuenciacién, como se indicé anteriormente.

El diagnéstico de B. canis en humanos debe hacerse en todos aquellos casos en donde se
haya confirmado brucelosis canina en los perros de compafiia o en criaderos. Hay que tener
presente que las brucelosis causadas por esta bacteria, no se pueden diagnosticar
serolégicamente al ser rugosas vy el cultivo a partir de sangre de personas sospechosas (ej.
en presencia de perros infectados) es esencial. Lo mismo aplica para infecciones por RB51,
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fundamental en esos en donde se sospeche brucelosis clinica y en donde la anamnesis
indique contacto con animales vacunados con esta bacteria o con productos lacteos no
pasterizados.

Al igual que el ICA, es importante que el INS establezca su propio cepario de las brucelas
aisladas en humanos y en la medida de lo posible cepas de referencia. Idealmente el cepario
debe mantenerse liofilizado y en refrigeracion o congelacion (idealmente a -80 grados C)
después de haberse identificado la especie y cepa de Brucella. El cepario debe ser
redundante, en particular con el INS, por lo que se pueden compartir. Para esto es necesario
contar con un liofilizador dedicado.

9.- PCR para identificar ADN de brucelas directamente de tejidos y de fluidos

Respecto a la utilizacién del PCR para el diagnéstico de la brucelosis tanto animal como
humana. En términos generales no se recomienda utilizar el PCR (con ninguna combinacién
de genes que se interroguen) para sustituir el aislamiento bacteriolégico y mucho menos
para el diagndstico de animales infectados de vacunados.

Varios laboratorios han desarrollado diferentes ensayos de PCR para detectar secuencias de
ADN de Brucella en muestras bioldgicas como alternativa aislamiento bacteriano. Aparte de
las diferencias significativas entre la RT-PCR convencional y la RT-PCR, el rendimiento
diagndstico de estos ensayos se ve afectado por varios factores como el método de
extraccion de ADN, la presencia de ADN del hospedero, presencia de inhibidores en las
muestras, la contaminacién de ADN, la cantidad de material genético bacteriano para
detectar, sondas y reacciones cruzadas, entre otros. Extraer ADN de las brucelas no es tarea
facil ya que son muy resistentes los detergentes, la lisozima y las sustancias caotrépicas
entre otras. En sangre es una tarea muy complicada en muestras reales. En un ml de sangre
hay cerca de 30000 millones de veces mas ADN que el de 100/ml (el nimero superior que
se encuentra durante un estado de bacteriemia). El enriquecimiento de ADN bacteriano
incrementa los costos considerablemente y no asegura mejor sensibilidad y especificidad
que el cultivo, que es el Gold estandar.

Esta caracteristica hace que la deteccion de ADN bacteriano esté por debajo del umbral de
sensibilidad requerido en comparacién con métodos de cultivo capaces de detectar pocas
bacterias en la misma cantidad de material. El mayor problema en la mayoria de las PCR
para el diagndstico de brucelosis es que este no se ha validado correctamente desde el
punto de vista diagndstico con muestras en las que los métodos de cultivo hayan
demostrado de forma independiente la presencia de la bacteria, respecto a la especificidad.
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Un problema en animales vacunados (y revacunados) e infectados, es que el ADN bacteriano
puede permanecer en diferentes 6rganos por un tiempo que no ha sido definido, en
ausencia de la bacteria, lo que daria falsos positivos. Incluso mezclas de ADN de diferentes
bacterias (ej. S19 y RB51 con ADN de brucelas de campo). Todo lo anterior complica el
diagndstico y la interpretacion.

Uno de los problemas radica en que la sensibilidad analitica de los PCR se establece
sembrando artificialmente las muestras (ej. sangre) con brucelas provenientes de cultivo.
Sin embargo, esto no es equivalente a muestras bioldgicas reales en donde la bacteria esta
oculta dentro de células sus condiciones no son equivalentes.

Hasta ahora, ninguna de los PCR muestra un rendimiento diagndstico mejor que los
métodos de cultivo (han sido revisadas 81 publicaciones de la literatura. Ver referencias).
Cuando se realizan correctamente, los métodos clasicos de aislamiento bacteriolégico que
muestran un 100% de especificidad siguen siendo mas sensibles que las PCR, incluso en
aquellos trabajos que pretenden compararlos con muestras colectivas de rebafios en los que
se aisld Brucella de algunos animales. Un examen de la literatura sobre bases de datos reveld
alrededor de 50 protocolos de PCR diferentes para el diagndstico de brucelosis que
describen distintos métodos de extraccién de ADN, genes diana, cebadores, reactivos,
muestras y controles. La mayoria de los estudios solo informaron la sensibilidad analitica y
no se compararon con muestras estandar de animales con cultivo positivo y libres de
brucelosis. En este sentido, el PCR debe limitarse para la caracterizaciéon solo de cultivos
puros, usando Bruce-Ladder o MLVA16.

10- Necesidad de coordinacién entre el ICA y el INS

Es indispensable coordinar acciones entre el ICA y el INS, con respecto a los casos de botes
de brucelosis animal, que podrian tener repercusiones zoondticas. En este sentido la
recomendacion es que tanto a nivel técnico, como de salud animal se establezca un
intercambio de protocolos y se coordinen acciones. Es fundamental que se reconozca la
brucelosis humana de reporte obligatorio y se establezca un protocolo para el diagndstico
en humanos.
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ANEXOS
Documentos de consulta

Vacuna conjuntival

https://www.czvaccines.com/en/product/b19-czv-ocular/

Video sobre el método de vacunacion conjuntival

https://www.youtube.com/watch?v=u7YpWQvRhGw).

Rosa de Bengala

https://www.czvaccines.com/en/product/rose-bengal/

https://www.idexx.es/es/livestock/livestock-tests/ruminant-tests/pourquier-rose-

bengale-ag/

MLVA16

https://mail.google.com/mail/u/0/#search/MLVA/FMfcgzGtxSpBSkmQhhwBgmGZXmSD
prpp

Bruce-Ladder

http://staging.eurofins-technologies.com/media/4255/10bruk5-protocolo-bi.pdf

Brucellacap

https://www.vircell.com/soporte-tecnico/preguntas-frecuentes/3-brucellacapt/
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