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!t B S O M B R 

El presante estudio se rea1izÓ con el f!n de detenninar 1a inciden

cia de!.!!• ~ en hembr.,.s de un rebaño ov.!no, con antecedentes de 

epididimitis en un sementa.1, e intentar el aislamiento e identific.!_ 

ción de ~· ~, ya que en este rebaño uno de los dos sementales t.!:, 

n!a un cuadro de epididimitis, mostró Wla serología positiva en pru_!! 

bas de Fijaci5n de canplemento a !!.· ~ en estud.ioa previos a este 

trabajo.. Ad.em&s de que este carnero convivió por alqún tiempo dire.:_ 

ta.mente con las he::Wras de donde se realizaron los muestreos .. 

La explotación ovina de donde se tomaron las muestras, para realizar 

el presente ensayo, so localiza en el pobl~do de Visitación, MÜn.ici

pio de Melchor Ocampo, Edo. de México. 

Se determinó la incidencia de _!. ~ en 40 hembras, con base en 

tres muestreos seroléqicos, en los meses d~ enero, febrero y marzo 

de 1986, utilizando las pruebas serolóqicas de Coombs e Inmunod.ifu

sión .an gel, con antígenos obtenidos a partir de ~- ~- Durante 

el mes de abril del mismo año, se castró a dicho sementa1 que prese!!. 

taba una marcada epididimitis, intentándose el aislamiento e identi

ficación de~· ~a partir de muestras de semen, testículo y cola 

de epididimo, estas muestras fueron inoculadas en dos medios difer~ 

tes¡ medio de Thayer-Martin modificado con nitrofurantoina y con 



2 

inhibidor VCN, y el medio a.gar chocolate enr.i.q-U.üe.l.Oo con base agar 

cistinA-corazón suplementado con 10' de sanqre de equino, O.S~ de 

c~tr~cto de levaduras y 10' de sangre de bovino. Estos cu1tivos 

t'ueron inoculados a 37° C, durante aprox.imad41'.:1entc 48-72 hrs. en 

at.~~fera d~ 5-1011, d~ bi("5xido dA cArbono. 

Obteniéndose en la prueba de Coombs la positivid.Ad en el primer mue.!. 

treo fue del JO,, en el sequndo do 37.5' y en el tercero de 37.5,, 

mientras que en la prueba de Inmunodifusión se encontró,. en el primer 

muestreo de o:;. da positivid.3.d, a.• al zcqun~o dol lO<t. ~· en el. tercero 

de 1.5,. 

El aislamiento de.!.·~· Sft consiquió 4 partir de la muestra· de co

la del apid{dilllo i.noc:ulada en el ~e<lio ~gar chocolate enriquecido, 

mientras que en los de.más medios empleados no so obtuvo crecimiento 

del microor9a.nismo, la identificación y determinación de la bacteria 

aislada como .!!· avis fue mediante pruebas bioqu!micas convenciona1es, 

ad~ás de que e~ r.eali~ó una prueba de Inmunodifusión doble utilizan

do ant!qeno preparado a partir de l.a. cepa aisl.ada y Wl. suero control. 

positivo a .!!· ~· 
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I:STRODOCCI:OR 

Los ovinos han demostrado ser animales muy convenientes y suf icien

temen te flexibles para satisfacer una qra1. variedad de necesidades 

del hombre. Esta especie ha hecho contribuciones significativas en 

la econom!a de algunos países. Los ovinos tienen las ventajas de 

presentar un tamaño reducido, ~lto !ndice reproductivo, gran variedad 

de productos, y un qran rango genético (41). La población ovina mun. 

dial ha crecido lentamente durAnte los últimos años. México cuenta 

· con aproximadamente 5 millones de cabezas de ganado ovino, que en la 

actualidad contribuyen con el 1.2, del valor total de la producción 

agropecuaria, de los cuales 0.8, es de carne, 0.3, de lana y 0.1, de 

subproductos. A pesar de lo anterior se estima que existen m&s de 

50,000 productores do ovino3 en el país, de los cwiles el 34~ vive 

total o pa.rcia.lmente de esta especie, y como fuento de empleo se de

berán adicionar pastoras, mano de obra eventual para realizar tras

quila, desparasitaciones, cuidados al parto, entre otros. Finalmente 

los ovinos contribuyen importantemente en la ocupación artesanal e 

industrial (4). 

I...a. población ovina. en México está constituida en un 95' por animales 

"crioll.os"' o de características racial.es indefinidas,. y el 5' de los 

ovinos que habitan en México está constituido por razas puras dentro 

de las que se encuentran las siguientes~ 
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a) R.mab0ul1et.- Se cr!a bien en los estados de Zacatecas, 

s.L.P., Duran90, y m&.s estados del norte del país. (20, 

37). 

b) Merino Australiano.- Estos animales fue~on importados de 

Australta, en el año de 1982 por la S.A.R.H. (20). Esta 

raza es de gran utilidad para majorar la producci6n lanar 

en los estados del norte del pa!s (37). 

e) Suffolk.- &9 bastante popular y se encuentra en los esta

dos de México, Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y QUereta.ro (20) 

y recientemente en S.L.P., Zacatecas y Guanajuato (37). 

d) Hampshire.- Se explota en los estados de México, Tlaxcala, 

Puebla, Queretaro, Hidalgo y Jalisco (20). 

e) Southdown.- Es poco conocido en México, se explota en pe

queña escala en el estado de México, Hidalgo y Puebla (20). 

f) Oorset Horn.- Es una raui muy recomendada para e1 país ya 

que ~yudaría a mejorar 1os rebaños mexicanos ya que estos 

animales son prolíficos y buenos lecheros y se adaptan bien 

a terrenos bajos, accidentados y de poca vegetación (20)~ 
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9) Romney Marsh.- En México existe un solo rebaño importado 

de Australia se localiza en el Centro Regional de Oesarr.2 

llo Ganadero de l~ s.A.R.H. b~ el estado de Queretaro, e..!. 

ta raza es convenionta en ~onas 'ltAs y fr!as de los es~ 

dos de: Chi~pas, oax.aca y Michoac~n (37). 

h) Lincoln.- Est~ raza está cobrando importancia en el estado 

do Mixico (20). 

i) Corriedalo.- Esta raza se localiza principalmente en los e~· 

tados de México, Puebla, Tlaxcala, Hidalqo, Chihuahua, CoahuJ:. 

la y Zacatecas (20). 

j) Blackbol.ly.- E3 un.J. r~:~ que se localiza an regiones tropic~ 

les de Chihuahua, Veracruz y Mérida (20). 



CUADRO NUM. l 

1980 

1981 

1982 

1983 

1984 

CUADRO NtIM. 2 

NUEVA ZELANDA 

68.825 

69.880 

70.300 

70.170 

69. 700 

AUSTRALIA 

136.166 

134.407 

137.900 

133.200 

l36. 500 

6 

U. R. S. S. 

149.432 

147.487 

148.401 

148.300 

151.400 

Situación de la ovinocultura a 
nivel Mundia1 Memorias del cur 
so de Bases de la cria OVina.
Williams Huw. (1984). Tol-Méx. 

ESTADOS PRODUCTORES DE OVINOS EN LA REPUBL.ICA M.EX.lCANA (Núm. cie ca.be.zas) 

ESTADO 1980 

MEXICO 727 .123 

ZACArc,CAS 6S7.Jú7 

HIDALGO 589.416 

OAXACA 477. lll 

PUEBLA 420.476 

S.L.P. 415.226 

COAHUILA l63 .168 

CHIAPAS 320.390 

VERACRUZ 293.836 

MICHOACAN 222.650 

1981 1982 1983 

732.514 738.482 694.512 

G9l.'J9l G9G.070 656.962 

597 .108 606. 618 574. 913 

479.00l. 482. 351 453 .136 

425.756 429.526 404.232 

424.824 428.752 403.664 

364.153 366 .127 343.405 

335. 769 343.978 328.728 

294.836 294.836 277. 798 

230.944 236.144 225. 256 

S.A.R.H. Subsecretaría de Ganadería. Direc
ción General de Fomento Ganadero; Compendio 
Histórico Estadístico de1 Sector Pecuario 
1972-1983. 
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k) Pe1.ibuey o Tabasco.- Esta raza es reccmendable para los tr6-

picos (20). 

Los Estados de México, Hidalgo y Puebla, son los que presentan mayor d~ 

sidad ovina por Km.2, siguiendo los estados de OAXaca, S.L.P., Coahui.la 

Chihuahua (4). En el cuadro 2 se resumen el número de ovinos de log 10 

principales estadou productores de la República Me.xica.na. 

En el Po.Is se realizan 2 Sistemas básicos de cría que son el intensivo 

y el extensivo, cuyas caracter!sticas se mencionan a continuación: 

1) El extensivo.- Se realiza en el norte del país y los probl.!, 

mas m&s comunes sen campos sobrepastoreados, elevada erosión, aquajes ª.!. 

casos, depredadores en qran nGmero (coyotes), alimentación deficiente, 

los indicadores productivos son bajos (4). 

2) El intensivo.- Se localiza en el centro y en el sur del país, 

se basa en pastoreo diurno con refugio nocturno, su aliment4ción es compl.!_ 

mentada frecuentemente, no existe manejo reproductivo, nutricional, ni sa

nitario, presentándose enfermedades parasitarias y microbianas. (4). 

Los ovinos son susceptibles a infecciones bacterianas capaces de localiza.:::, 

ce en los órganos genitales, produciendo· cuadros clínicos típicos caracte

rizados por la notoria inflamación del epid.ídim.o. La epididimitis ovina 
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se ha demostrado en la mayor!a de l.os países en los que existen ex

plotaciones borregucr~, !">~ic..."'ldo :::ido original::1c.."'ltn ostudí.:id4 en 

Australia y Nuev4 Zelanda (35). 

En México se demostró la enfermedad por primera vez en 1979, cuando 

se logró cultivar una copa de ~~ ovis a partir de muestras de 

epid!dimo y de test{cu1os de un borrego de la raza suffol.k (33). El 

brote más reciente ocurrió en 1984 en un rob..-i.ño localizado en el Srea 

del Ajusco en el Valle de México (JS). La brucclosis ovina causadA 

·por Brucella ~ que se caracteriza en machos por producir una epid!, 

dimitis y baja fertilidad, y en las ~embras posiblemente por producir 

aborto en bajo porcentaje, esto determina la pérdida de corderos nece-

micos. Por c~tas razone~ y por que y~ exis~cn antecedentes de esta 

enfermedad en México (14, 28, 33, 34, 35) se crea la necesidad de re~ 

lizar investigaciones sobre esta infección. 

caracter!sticas de Brucel1a ovis: Es un cocobacilo gram negativo, inmó

vil, no tiene cápsula, ni esporula (15). Sus medidas varían de 0.1 a 

0.5 urn por 0.3 a 1.5 um, son aeróbicos (34). El gérmenes catalasa po

sitivo, oxidasa negativo, no produce H2S, ni hidroliza la urea (7). Re

quiere suplementariamente de 5 a 10~ de C02 para su crecimiento. crece 

en presencia de fuscina básica y tionina, no reacciona con atisueros A 



CARN:"lY.RISTlCA."l DIF'Ekfl-JC'IAJ.f'_<i oc r ... ~q ESPOCIE...'i' L"tl... GnJEHO B~ll.- YSUS ruor1ros 
Pnlt•l)..L'i B1~u{m1ca<J. 

NuCüsid;od PrOOucc 1 00 hct.lvlcJ.:.:1 L"ult1vo d._. Color.mh~:1 hJlutln.lC"lÓn r!.SMi nsr2 Re.:serVOt" iO!J in.!.. 
con !HU.~l"I:>..~ ----- frecuentes 

Eupuc1u Biot-.ipo de co
2 "" H

2
S Urcd.~1c.:i T1cn1nt1 rucsln<t b..\s1c;1 A H F< 10.000x 
~ b DPO IA'O -------------

Va1·1üble . ' C..lht"a.CNeJ.:t 
!!.·n~litensis v~triablc + C..ibn1,ove)a 

V<:!ri.-Y,h• c.lbrli 1 ovuJo 

l +l-ld + l-2he + - - + G.ani.ldo VOCW10 

u + + l-2h + - + G.Jnad.O ViJCUllO 

3 +(-) + l-2h . . + + + - • Gunado v..cuno 
4 +1-l + l-2h + ... - + - + + Ganado vacuno 

y.~ 5 l-2h - + + + + - + - + + Gdrl~ldo vacw1::-
6 -0+ l-2h - + + + + + - - + + GJnado VdCUJlO 

7 -O+ l-2h - . + + + + - + .+ a..n..cto vac:unu 
8 + l-2h - + + + + - + - + + Gunardo vacuno 
9 -o+ 1-?h + + - + - _+ _ _;t. Gru1ado vacuno 

l ++ 0-30 mln + + + + -- - + Cerdo 
2 0...30 rn..in - + + + - + Cetdo, l 1ebno-

.!!.-~ 3 G-30 nún + + + + + + + Ce1do 
4 0-30 mi + + + + +· + + - Rcn~ifur tarandi) 

!!.·neotcmae l + 0-30 m.tn - - + R.:t.t.1 del deBierto 
(f'k_~lt.ana ·lS?l;dal 

.!!.·~ lf + l'tt,..qativa + + + + + . - + C>Jt.t~'ª 

.!!-~ O-JO mln + + + + Porr:> 

a) LA diferenciaci6n de las epecies .se hace t!n d:Jdr-triptlcasa-soya o en aqar trlptosa con la siguiente gc.ma de dilucig 

:: ~~~~~!~~-=~1~e!l~; ~:: _!~ ~~~ i~: ~~ : !~º r~~~ i z!:' t!~~ f~~ ~~~-= L :e requieren co2 deben hacerse en 

b) A- :iUcro monoe.spt!CÍtico abort.u!:I. M- suero mon~:ip...-cífi.co tt'&Jllteru:11!1; R- suero antibrucula.s rn.Josa.». 
cJ 1'b- 1'bil1si; DPO- d1luc16n para prud.xlS ordinurld8. 
d) +(-)- Pn.¡t!ba generalmente positiva • pt!CO put.>den encont...e.irst! varicd.de!i ncg<:a.t.ivas, por •neroplo. la cepa 19. 
e) El b.lotipo 544 e:J atípico por cart..--cer de ..s.cc1vid.xl ur-éa.sic.;t. 
f) Para el cultivo de B. al:x>rt:uB b1otipo 2 y B. ovis es preci.so iiñ<tdl.r 5% de .suet"O al med.lo d~ ba.su. 

(AL'l'U-1 t!L al • , 1976) 

LAS 'l'EOIICAS De I..Jll.BCRATCfUC'6 DI LA B.Hl.J:'ELC6IS. 

''AO/Q<S. 
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y M mcnoespecíf icos, pero es aglutinante con antisueros R, tiene rea.!:. 

ci6n cruzada con Brucella ~ (11). 

Características antigénicas de Brucclla ovin.- .!!.~ ~ tiene carac-

ter!~ticas particulares desdo el punto de vista antigénico. Es un qéE 

men que aparece siempre en faoe rugosa estllble y está desprovisto de 

los ant!genoo de superficie caracteríaticas de Brucolla en fases lisas. 

Se han caracterizado dos canpuostos ant1génicos específicos de la fase 

·11sa (S) de las brucelas que son: El antígeno A + M y el Poly B. El 

ant!geno A + H da las características de los 4glutinógenos A y M y ª.!. 

tá constituido por un c0t:1plejo m..'.!Crooolccular de proteínas, l!pidos y 

polisac.§ridos, siendo respons.a.bie cie ias propiedaü.e~ ~uJ:..:.t..::;.AL::ao .:o.~i"' 

buldas al género Brucella, el antígeno polis~c~rido B es el responsable 

mayor de las propiedades antigénica~ de la bacteria. Las cep3s rugosas 

Brucella ~ y Brucella ~ están desprovistas del antígeno A + M 

y del polisacarido B (7). El antigeno de bruceias (R), es común para 

brucelas en forma rugosa, sin embargo, se conocen además cepas que po

seen determinantes antigénicos de especie y espec!ficos en el antígeno 

(R) (30). 

En Pruebas de Inmunodifusión y Fijación de Complemento con antígeno son~ 

cado se detectaron inmunoglobulinas Ig G entre los 12 y 412 días después 

de la infección experimental (JO). 
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CARACTDUSTIC>.S DE: U.S ESPECIES O!:~ 

Suaz:o Antibruc&lAs Lisa• 

suaro Antil>t"'l.1cel49 Ru90.tAs 

F'or:ftO:nu.c16n ddl r..acto!la an 
l\q.:t'!: de M.ac Corti..ey 

Hnrmolisia en A<;ar-Sanqra 

J'teprod.ucción t1o &cido en 
Agac que cont. qlucoaa 

Movilidad a 37• e 

Movilidad a 22• C 

8. neo
ª-.· ~ t'C!!!ae. 

-, 

(Al.TON et Al.., 1916) 

LAS TECNICAS OS LABORATORIOS EN LA BRUCELOSIS 

FAO/OHS. 
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Signo de 111. enfermedad.- La primera reacci6n en carneros es la baja 

calidad del semen y la presencia de lcucositos y microorganismos en e1 

mismo (8, 29). Lesiones características de los cpidídimos, predanin.!S!!. 

do inflamación de la región caucL~l del mismo, con edcm.4, fibrosis y e~ 

seificaci6n, fiebre de 41.7v C, depresién, aumento de la frecuencia 

respiratoria (8), además se pueden presentar cojeras por artritis si

novitis o artrosis (27). En l~a hctt:"bras se presentan los signos espo

rádica.mento y pueden mruiifestarse por :Worto. fallas en la ovulación y 

concepci6n1 reabsorción embrionaria, puede ocurrir mortalidad peri y 

postnata1. 

La enfermedad en los rebaños so caracteriza por una notoria reducción 

del.a ferti1idad (7, 34). 

Patogenia !!.· ovi.s se. eli.m.i.na en los carneros por medio del semen, 

principal.mente en ani.ci.ales con epididunitis y orquitis, t.ambid'.n p•.lttole 

excretarse en la orina. En las ovejas el qérmen es eliminado a través 

de la placenta, descargas v-aqinale!l, l~eche y fetos abortados (34, 36). 

El semental, con o sin lesiones, transmite directamente la .infección a 

través de la mont~ y el semen a las hembras.sanas o por contacto preP.!! 

cial o rectal a otro carnero, e indirectamente a través de una oveja 

(10, 34). 

La infección ocurre frecuentemente par vía oral siendo la más común. sJ: 

guiendo en ~portancia la vía conjuntival y genitales externos, así co-
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mo por soluciones de continuidad por vía cut!nea (36). Cabe señalar 

que la trasmisión experimental de l.!1. infección de .!!· ~, ha sido 

realizada por diferentes vías en her.-~ras ccxr:o son: intravenosa, sub

cutSnea, oral, supraconjuntival e ~ntrautc~i~~ {18). 

oe_::¡pués de penetrar p:>r cu.;,.lquier v!a la b.:t.ctaria., pasa a ganglios 

linf~ticos regionales y posteriormente p~sa a sangre produciendo una 

bacterernia y finalmente ge locali~a en el cpidtd:imo en los machos y en 

la placenta en las he..~.bras. 

Lesiones ma~roscópicas.-

a) En machos.- Tr~s la apertura de las bolsas escrotales, 

las túnicas vaginales suelen aparecer engrosadas, fibrosas y con adhJ: 

rancias entre la capa viceral y ~a~i~tJ~, al cpid!dL~~ s~ encuentra 

aumentado y deformado de vol\L~en con consistencia dura, sobre todo en 

la reqión de la col~. Adc.rna.s presencia de espermatoceles y abscesos 

(7' 22, 33). 

Gunn et al (1942) demostró que epi.diditnitis con espermatoceles estuvo 

presente en 5.3, de 6000 borregos examinados (17). En el testículo se 

observa orquitis, degeneraci6n testicular, con focos necróticos bien 

delimitados (7, 22,. 33). 



14 

b) en hee-.bras que entr,'U\ 'P'l cantActo con !!_. ~ por prime

ra vez se observa una cervico-vaqinitis-mucopt·,rule.nta trAnsitori.a, sa!_ 

p~ng!tis y entlt'!!'!Atriti~ (i). Procesos infl!..matorios necróticos ulcer2 

sos en la mu.cosa uterina (7, 16).. La pl.acenta so observa edematosa, 

engrosada, con periarteritis y arteritis, el A.I:tnios está adherido al 

corialantoides (22). 

Los ietos ~p~rcc~n moderadamente edematosos con i!quido teñido de san

g~e y en cavidades serosas pueden encontrarse coagulas o bandas de fi

brina (21, 22, ~4), exudado supurativo en los bronquios, bronquiolos o 

alveolos (24}. 

LesionGs microscópican.-

a) En machos.- Edema pcrivascular e infiltración linfocito.ria 

da l~ col~ de los epid~dirnós, el epitelio de los tÚbulos del epidídimo 

se observa hipertrofiado con degeneraci5n hidrópica, infiltrAción de li!:_ 

íocitos y ocas.Lonalmente prescnciA de células plasm.it:.icas, hiperplasia 

del endotelio capilar, ~demis de form~ción de múltiples quistes intraep..!:_ 

tell.a.les (6, 21, 2.-:!, 23, 39). 

b) En het!\brus.- Necrosis ex~ensiva de los elementos epitelia

les de los cotiledones con edeI!la e infiltrado celular del estroma. Las 

células epiteliales del corion contienen ~bundantas microorgani5mosr en 

el fato los ganglios linfáticos presentan desarrollo de centros germina-
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les y presencia. de c6lu1as plasm&ticas en 9an9lios y ba%o, adem&.s de 

nefritis interatici.ales agudas (22). 

Diagnóstico.-

1) Aislamiento bacteriolÓgico1 el alslmniento y la identif.!_ 

caci6n del gérmen constituyen ol único método de diaqn6stico exento de 

error,. sin c=b!lrqo los resultados neqativos del cu1tivo en semen no ba.!. 

tan para descartar la infección con !!..· ~- El descubrimiento recien

te de medios selectivos para aislar .!!_. ~ (Bro\om y cols. 1971) ha h~ 

cho del aislamiento de esta Brucella una técnica de aplicación prácti

ca y qeneralizada (3)~ 

.!!• ~ es un organismo relativame.nte de.licado, por lo tAnto requiere 

enriquecimiento con suero o sangre para su aisl~icnto primario (9). 

t.a bacteria. crece selectivamente en el medía Thayer-Martin modificado 

con nitrofU.rantoina y con inhibidor VCN (contiene 300 q. de vancomici

na,. 7500 q. de colistína y 12500 UI de nistatina) (3,9). También cre

ce bien en tne":H.os a base de agar soya-tripticasa enriquecido con 5-10% 

de suero ovino, estos medias se deben de incubar a 37ºC en una atm6sf.!!.. 

ra con 10-20\ de C02 (5, 10, 14, 17, 18, 23)~ 
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!!.·~ ti.ene características similares a Neisseria gonorrheae, por lo 

tanto se puede utilizar el medio de aqar chocolate (9). 

2) Serología1 debido a quo la hacteria se encuentra en foE.. 

ma. ruqosa y los antígenos comunmente empleados para el diagn6stico de 

la brucelosis, no reaccionan con los anticuerpos anti-.!!_.ovis (40). Ad~ 

más de que en los ovinos se producen principalmente anticuerpos i.nccm

pletos, sobre todo en infecciones crónicas, requeriendose pruebas espe

c!ficas para detectar este tipo de anticuerpos (28) . 

Las pruebas serolóqicas más frecuentemente usadas para el diagnóstico 

de la BJ:i.lcelosis ovina son: 

a) La fijación del Com~lementoi es la técnica más uti.lizada en pa.f. 

ses ovejeros (32, 34), es considerado el método más exacto para 

e1 diagnóstico de Brucella en ovejas (3). Sin emb~rgo, tiene e1 

inconveniente de requerir personal debidamente capacitado, mate

rial, reactivos y equipos adecuado (3, 34). 

b) La i.nmunodifusi6n en Gel: es una prueba sumamente sencilla, re

quiere poco material y equipo, no necesita experiencia previa 

par~ su realización e interpretación, y es sumamente econ&nica 

(34) se ha encentrado una elevada correlación entre la Fijación 

del Complemento a Irununodifusión (13, 31., 42) .. El ínconveniente 

de la rnmunod.Lfusión es que es una prueba cuaiitativa .. 
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·-e) La prueba. de Cooatb~ Uamada prueba. de la. Anti91ob~ 

lina, esta t6é"~ica fue desarrollada para demostrar la presencia 

de anticuerpos incompletos~ su elevada sensibilidad y especifi-

cid.ad le han permitido superar a la prueba de Fijación del Com-

plem.ento, y so considera la prueba que guarda la más estrecha 

relac16n entre la infección y reacción positiva, y es una prue-

ba cuantit.!!.tiva (12, 19) • 

• Localización y caractor!sticas de la explot~ción ovina utilizada.- La 

exp1otación de donde se tomaron las muestras de suero, se localiza en e1 

pob1ado de Visitación, Municipio de Melchor acampo estAdo de Mtix.ico, a 

latitud 19° y 99° to• do longitud, con un cli::-A templado seco y iluvias 

en veran~ y otoño, con una precipit~ción pluvial anual de 700 mm. Hq, 

correspondientes a la clasificación C. W. de Koepen {Tamayo 196~). La 

temperatura media anual es de 15.5° e, con una máxima de J0-5° C y una 

m1nima de 5.5° C. El reb~ño const3 de 220 animales, de los cuales 

son 90 hembras mayores de un año encastadas de la raza Suffolk, Rambou.!_ 

llet y Criolla, 2 machos de la ra~a Ram.bouillet, uno de la raza Suffolk, 

y e1 resto de los animales son menores de un año. 

Las Instalaciones cuentan con somb~eaderos, comederos de cemento, bebe-

daros con agua potable. 

El manejo del rebaño es de tipo semiintensivo con pastoreo matutino, 
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aal~endo a pastorear a las 8 A.M. y regresando a las 12 Hrs. A.M. apro

ximad.amento en cortes de alfalfa de m.aú etc. SU a1.imentaci6n poste

teriorrnente es suplem.ent.ada dentro del corral con rastrojo da mAÍz. m.a

lido y minerales. Los uvi.nos se desparasita.n en b.ase a los rusul.tados: 

de estudios coproparasLtoscópic:os, los cuales se reali.z.an cada mes. 
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OBJB'l'XVOS 

l.- Determ..inar la incidencia. de Srucel.l.a ~ ~ los meses de enero, 

febrero y ma.r:o de 1986. e.n un rebaño ovino comercial ubicado en 

ei poblado de Visitación, Municipio de Melchor Ocampo, Estado de 

México, mediante las técnicas serol6qicas de Coocbs y de Inmunodi.f.!!_ 

s i.ón en qel . 

2 .. - Intentar el aislamiento e identificación de Brucella !?.!!:!. en el 

re.baño .. 
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l.. - JlftrBRDLBS 

l.l Biol.6qico 

a) Se obtuvi.eron 40 sueros de ovinos htnbras, que se rec:olec~ 

ron asépticamtsnte de la ven.a yuqu.l.ar. 

b) La cepa. do.!· ~ fue proporcionada por el. INJ:FAP. 

e) El ant1qeno aolubla cia o. ~· :¡".!= fu"! rr.~!""rado en el rNIFAP. 

d) El antígeno de célula completa de B .. ~ fue preparado en 

el. IND!'AP. 

e) El. medio de cul.tivo de tripticasa-soya, adicionado con S'- de 

suero estéri1 de bovino .. 

f) Medio de cultivo de agar chocol.ate, con base agar cistina-c~ 

razón suplementado. 

q) Muestras de tejido testicular, epidídi:nos, y 5 m.l. de semen 

de carnero de la raza Jtamboui1iet, con un severo cuadro de 

epididimitis. 
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h) Dos conejos hembras, clínicamente sanos de J.a raza Nueva Ze

landa, con una edad de 6 meses, y un peso de 1 .. 800 kq. aprox .. 

2.- KE'1'QDQS 

I) Toma y env!o de muestras: 

Las muestras, fueron colectada.u aaépticamente de l.a vena yugul.ar, 

utilizando WlA aquja estéril por cada animal,. en tubos vacuta.iner 

con previA idontific"'ci6n. 

Estas muestras sanqu!neas, fueron transportadas .al laboratorio de 

bacterioloqia en INXFAP (:tnstituto Nacional de Investigaciones F~ 

resta.lea y Agropecuarias),. en donde se centrifugaron a 5000 rpn/10 

minutos, con a.l fin de obtener el suero, estos sueros se mantuvie

ron a una temperatura de -20• c. hasta el momento de su utilización. 

II) Prueba de Coombs~ 

a) Preparación del reactivo de Coombs~ 

l) Se diluyeron 60 rnl de suero ovino, con 60 ml de sulfato de 

amonio (gota a gota) y en agitación magnética, a tempª de 

4ª C. La mezcla se centrifugó a 5000 rpm/15 minutos a temp. 

de 4° C .. 
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2). Se desech6 el sobronadantc, y el sedimento se resuspendió 

con agua destilada a los 60 ml. originales. 

3) PosteriormenrP ~~ ~:¡=cydron 45 ml. tle sulfato de amonio 

(gota a gota) y en agitación magnética l~ cual se mantuvo 

por una hora l:i temp.ambiente. 

4) Se contri!uq5 ~ 5000 ~/15 r:tl.nu~os a 4• c., se olim..inó 

el aobrenadante y el sedimento se reconstituyó a 30 m.l. con 

S .. S. F. a PH 7.2 

5) A1 final de esto obtenemos ga.oaglobulina ovina + s.s.F. 

• sulfato de amonio .. 

6) A esta suspensión se le realizó dialisis, con el fin de el~ 

minAr ei sulfato de amonio. 

7) Las gamaglobulinas obtenidas se centrifugaron a 5000 rpn/15 

minutos a 4º e, y se mantuvieron a temp. de -20ºC, hasta su 

uso. 

8) La gamagl.obulina ovina 0 .. 5 ml., más adyuvante completo de 

Freud 0.5 ml y O.OS ml. de emul.sificante, se mezclaron hasta 

su homogeniz..ación .. 
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9) Esta mezcla se le agregó antibióticos 1000 ur de penicili

na y 10 mg. de entroptomicina por m.l. 

10) Esta nuspensión se inyectó por vía intr.:i..'"'ttlscul.ir aprox. 

lml a cada conejo, sem.:tnalmente, durante 4 semanas. 

11) Diez días después de la última inyección se sangraron a las 

conejas y se obtuvo el suero que se utilizó como reactivo de 

Coombs. 

b) Obtención de microorganismos de Brucella ~, para realizar la 

preparBción del antígeno de célula coriplet.:!: 

l. Preparación del medio para cultivar.!!- ~: se suspendieron 

40 grs. de agar de soya tripticaseina en un litro de agua des

tilada, mezclando bien se cal.ienta., agitando frecuentemente 

hasta que hierva durante Wl minuto. Después de que se disol

vió, se esterilizó en un autoclave a temp. de 118° C a 12lºC 

(no más de 15 libras de presión) durante 15 minutos, se dejó 

enfriar a SOºC y se le adicionó 5' de suero estéril de equino, 

se vertió en cajas de petrí, y se sometió a prueba de esteril.!_ 

dad (incubándolo a 37°C, durante 24 hrs.) 

2 ... Se tomó la cepa de !!_ .. ~· proporcionada por Il'lIFAP, y se pr~ 

cedió a real.izar la siembra de microorganLsmo~ .. 
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e) Prepa.raci6n del antígeno de cé1ula comp1eta de _! .. ~: 

l. A cuJ.tivos de .!!.· ~ (de 48 hrs.) se les agrai;ó "oluci6n ~ 

lina fenolada al 5, con 0.5' de !ai1ol., y se deja.ron en raposo 

durante 24 h.r:s. 

2. Se cosecharon y se filtraron en qasa doble estéril. .. 

3 .. Se lavaron 3 veees con .soluci6n salina al 0 .. 85' y se estand.arJ:. 

z.aron de acuerdo a la. concentración de microorg«nismos ya est~ 

dari%ado se lo agregó azida de sodio para preservarlo .. 

Todo lo anterior se realiz6 en campo estéri1, y al antígeno se 

le determinó proteúia en base al método de Lowry (26). 

d) Técnica para realizar la prueba de Coombs: 

Se roa.li.z.ó la prueba. en tubo por la técnica· europea de aglut.ina

ci6n (3) ... ~ se sometieron a la prueba de CoClalbs todos los sueros, 

incstra.ndo o no aglutinación en la prueba antes mencion.:idn.. 

La prueba de Coombs, consta. de 2 fases, en la prilnera los anti

cuerpos específicos reaccionan dando un complejo primario no ob

servable, donde los anticuerpos permanecen ligados a la pared c.!!_ 

lular. En la segunda fase los anticue.tpos permanecen unidos a 

las cél.u.l.as., y se comportan como un antígeno en l.a. reacción con 
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el suero antiqa.ma.91obulina ovina d~ndo una re4cción observable. 

El auero que no reaccion~ on esta !~se se considera libre de 

dncicuerpos incanp1atos (12, 19). 

trr.- Prueba de rnmunodi!usión en qcl: 

a) Prep.Qraci6n del antígeno soluble de .!!.· .2Y.!!_ para realizar 

la prueba de Inmunodifusi6n: 

a.l) se cosecharon cultjvos de~- .2Y.!!. de 48 hrs. 

a.3) Se ce<mtrifuqó ~ 5000 ~-y ol sobre.nadante se-deeechó y 

se determinó el peso del paquete celular. 

a.4) Este paquete so llevó a una concentración del 30' con 

solución s." 1 ina. 

a.5) Se llevó a cabo la fr~gmentación de las bacterias por~ 

dio de ultrasonido durante lo minutos. 

a.6) Posteriormente so centrifugó la suspensión bacteriana a 

SOCO rpm. durante 30 minutos, y el sobrenadante se util.,! 

:ó como antígeno. 

b) Técnica de la prueba de InmunodifusiCn~ 

Se. realizó empleando cajas de petrí de plástico" en las que 
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ae colocd el medio de gel de aqa.r noble, con Wl molde· 

:a realizó.ron perioraci~nes en el medio dol gel 6 orifi-

cios, y uno central. El an~íqeno soluble de.!!· ~, se 

colocó en el orificio central, mientras quo en los orificios 

periféricos ae colocaron los sueros problema. &n ca~a serie de 

pruebas se incluycS un suero positivo y uno noqativo como CO!!, 

troles. 

Las cajas ae incubaron a temp • .3lnbiento en una c&sna.rA hGme

da. La lectura ae rea.lizó a las 24,. 48 y 36 hrs. do incuba-

randa positivos a todos los sueros que presentaron l!neas de 

precipitación. 

N.- Aislamiento de Brucell.a ~:. 

ObtencicSn de muestras¡ a Wl ca.moro de la.. ral"'.a Rambouillet, que 

se encontraba en el mismo rancho, y que estuvo por al.gún tiempo 

conviviendo directamente con las hembras de las cuales se toma

ron las muestras serolóqicas, pa~a la realizaci6n del presente 

trabajo, mostraba una marcada epididim.itisr y con serología posJ; 

tiva a!_ .. ~ .. Se le procedió a extraer una muestra de semen 

Por medio de un electz:oeyaculador. esta muestra se coiect6 en un 

tubo d~ ensayo estéril~ Inmediatamente después da estor se proc.!:_ 
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di6 a cas':;.rar al c~rnero, obteniéndose los testiculos y epidí

dimos .. 

Estas muestras biológicas (espon:ia, testículos y epidídi.mos) 

fueron iru:icdiatlll!l.c...,to transportados en U..""la hielera al laborat,2. 

rio do ~cteriología en el INIFA.P .. 

Se prepararon dos medios diferentes de cultivo para .intentar 

el aislamiento de Brucella ~· 

a) Medio de Thayer-Martin modificado con nitrofurantoina, y con 

inhibidor VCN (contiene 300 g .. de vancomicina, 7500 g .. de e~ 

list.ina, y 11500 UI da niatatina) (3). En este medio se re!!, 

lizó la siembra de semen, testículo y cola del opidídimo. 

b) Medio de aqar chocolate enriquecido, cor. la única variante -

que se utilizó como base agar cistina corazón {l). En este 

medio se realizó la siembra de semen, tes.tículo y cola del 

epidídimo. 
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RBSOL'!'ADOS 

El a:Lslamiento bacteriol6'J'ic:o, :.e int:.ent6 a partir de muestras de S.!:, 

men, epididimos, y testt:culos procedentes do un semental, el cu.al 

mostraba un cuadro de epididimi.tis, y que estuvo por alqún tiempo co.!!. 

viviendo directamente con las hembras de las cuales se tomaron las mue.!_ 

tra.s serol6qicas para realizar las pruebas de Coombs e Inmunodifusión 

en e1 presenta trabajo .. 
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RESULTl\IXlS DE Ll\ PRUE!lA DE COCMBS 

Número Número Por ciento 
ler. Muestreo Sueros Sueros Sueros 

Dilución Positivos Ncg:tt.iVOG Positivos 

1.5 9 31 22.5 

1.10 9 31 22.5 

1.20 8 32 20.0 

1.40 7 33 17.5 

1.80 7 33 17.5 

TOTAL: 40 160 x 20 .. 

2do. Muestreo 

Diluci6n 

1.5 '10 30 25.5 

1.10 10 30 25.0 

1.20 13 27 32.5 

1.40 13 27 32.5 

1.80 11 29 27.5 

TOTAL: 57 143 x 20 .. 

Jer .. Muestreo 

Oiluci6n 

1.5 15 25 37.5 

l.10 15 25 37.5 

1.20 12 ·2a 30.0 

l.40 10 30 25.0 

1.80 9 . :n :22.5 

TOTA.L~ 6?:. 139. . x :io.5" 
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Inmunoc:lifusi6n en gel.-

Oespue§ de incubar los sueros en c&ara húmeda durante 24 a 48 hrs. Se 

realiz.6 la lectura encontrándose: 

- En el primer muestreo, todos los sueros, es decir, 1os 40 an~ 

les muestreados rasultaron negativos .. 

- En el sequndo muestreo resultaron positivos los sueros, 7, 8, 9, 

26., es decir los 4 sueros positivos que representan el 10' 

18, 26, 32, es decir 6 sueros posLtivos que representan el 15,. 

Aislamiento de Sruc.ella. ~ .. -

Después de incubar durante 48 hrs~ con 10~ de C02 muestras de testículo, 

cola de1 opid!dimo y semen en el medio Thayer-Martín modificado con ni

tJ:":Jful:'antoina y con inhibidoi:- VCN (3) :r se: observó que en todas estas C.!!, 

jas, resuit.a.ron negativas al crecimiento bacteriano.. Mientras que en 

las cajas incubadas durante 48 h.rs .. , con 10% de C02, conteniendo las mue..=_ 

tras de testículo, cola del epidídima, y semen en el medio agar chocolate 

(1) con la única variante que se uti..lLzó como base agar cist.ina-corazón, 

se observó el crecimiento de colonias rugosas, muy pequeñas en las cajas 

en dQflde se realizó la siembra de la cola del epidídimo~ mientras que en 
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las cajas restantes resultaron negativas al. crecimiento bacteriano. 

Se realizó la determinación e identificación del microorganismo aisl~ 

do, en base a pruebas bioquímicas (25). Obteniéndose que la bacteria 

result5: 

Ca tal.asa 

Dxidasa 

Actividad ureasica. 

Utiiizaci6n del nitrato 

Producci6n del ácido sulfh1drico 

Reducción del citr~to 

Además de que cor. t!Sta cepcl aislada., se preparó 

+ 

a.ntíqeno, y se co-

rrieron pruebas de Inmwtodifusi6n doble utilizando sueros controles ~ 

sitivos a _!!. ~ y sueros negdtivos, observándose líneas de precipi

tación con los sueros positivos a!!· ovi~. Por lo tanto el microorga

nismo aislado se identificó como Bn.:.cella ~· 
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D J: S C O S :t O N 

Los anticuerpos séricos de Brucella ovis er1 ovinos, pueden ser detf?E. 

tados por técnica de aglutinación (Buddle 1954) (13), Hemoqlutinación 

indirecta C.Ris y Te Punga, 1963) 13, irununodifusi6n (M.atthcus y True

blood, 1976; My~rs, 1970) (13), fijaci6n de complemento (Clapp, 1955, 

Cl.app, 1961), e ir.munofluorescencia entre otras ClJ). La senoibilidad 

y la especificidad do cada una de estas prueba.a es difícil de evaluar, 

mSs aún cuando no se tiene seguridad plena. de que los animales están 

afeceados, sobre todo si el semental del rebaño prPsenta Wl cuadro clf. 

nico de epididimitis, y~ que esta alteración ~o siempre es causada por 

Brucella ~-

El ailamiento del microorganismo en cultivos espec!ficos es e1 mejor 

mi!todo de determinar la· presenci.a de la bacteria en el a.ni.mal.. Sin e:! 

bargo un resultado ne9ativa en e.l cu.ltivo, no es indicativo de que e.l 

anim<l.l. esté l.ibre de la infección (!.Avis, et al.. (1972) (l.3). 

~art.el.y, et al~, (1955) (18), demostró que la infe~c..i.6n causada Por 

B.rucella ~ puede desarrollarse en la borrega sobre todo cuando CO!!, 

viven con machos infecta.das, pero Buddl.e (1955) (18)., sól.o encontró 

a.glutini:na.s en el. suero en dos borregas de 25 las cual.es canvivían con 

5 machos infecta.dos~ Por otra parte (Clapp, et a1. 1957• Snovidon 1957; 

Keo9h et al l.958) (18) _ han reportada la presencia de anticuerpos de 
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Brucella ~ por medio de la prueba de fijación de complemento en ~ 

rreqas que conviven con t!t.!!chos CJ-:pcrilnent.alm~'lte infect:.ados. 

La trans:::.i::ión da. nn1r:·~ll~ ~ .:;. !.a l..vl..c~c:1. ha sido probada. por vía: 

intravenosa, oral, subcutánea, conjuntival e intrauterina (18) los re

sultados de ésta~ vías do transmisión no han tenido un efecto scve~o en 

la borreqa qestante, ya que el aborto o los nacimientos de corderos dé

b.Lles han sido pocos. 

Por otra parte I..idal and Kirkbriqe, {.1983) logrtircn ai.slaz· Brucella ~ 

de fetos abortados detectando lesiones en pl~centa y pulmón. Estas in

vestigaciones .indican loa resultados. contr.:t.dictorios que en este senti.

do se han dado .. 

Los resultados obten.idos de l.as pruebas serológicas practicad..:J.s en el 

presente traba.jo, no concuerdan entre sí, lo que puede indicar alguna. f.!!_ 

lla en el. procedimie.."'~'to o en !.~1. :iúr•Sl.bil.ida.d y especificidad de l.:is pru.!;!. 

has, lo que sL ~s evidente es que las borr~qas del rancho tienen anticue.!_ 

pos de Brucella ~· y si a ésto a9regamos que fue Posible aislar el géE 

men del semental que convivi6 con las borregas por algún tiempo, queda 

de.mostrada la import.a.ncia que puede tener la convivencia de sementales 

afectados con lar. hembras. 

Los hallazqos obtenidos con la prueba de Cocmbs, cuya sensi.bilid~d y es-
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pecifici.dad son elevadas, nos permiten suponer que el. rebaño está infe~ 

tado sin to..aber podido evaluar los efectos directos de éste microorganis

mo en las borreqas. 

El hecho de haber encontrado un m.ayor porcentaje de sueros positivos 

con la prueba de Coc:m.bs,. puede expl.icarso en el. sentido de que los ovi

nos cr6nicame.nte afectados, presentan anticuerpos incompletos y la pru.!:_ 

ba de Coomba a diferencia do la Inmunodifusión en qel. sirve para detec

ta.r1os. 

Con respecto al aisla.miento de Brucella ~, de la cola de.l epidíd.imo 

de un ca.mero con cuadro cl1ni.co de epididimitis, y positi.vo a 1a prue

ba de Fijación de compiemento, en el medio de aqar chocolate utilizando 

cano base agar cistina corazón, representa un primer a..ntecedente de su 

utilidad, ya que con anterioridad di.cho modio fue aplicado por Aguil.a.r 

y Trigo (1985) para el aislamiento e identificación de Haemophilus ~ 

en México (l), lo anterior demuestra y concuerda con las observaciones de 

Brown et al (1971), De la Peña, Feldman (1985), de que!!.· avis tiene Wl 

comport.amiento y necesidades diferentes ¿ otras especies de Brucella y 

es .importante el uso de medios de cultivo enriquecidos para su aislami~ 

to. 

Brown., et al. (1971) indica que los procedimientos serol6gicos para e1 

diagnóst.ico de !.· avis no siempre concuerdan con los halJ.arzqos obten_!, 

dos del semen, esto puede ser debido a fallas en los medios de cu.l.ti.vo, 
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l.o que hace a ésta técnica de diagnóstico poco práctica en foztna rut~ 

na.ria. 

En el presente trabajo el cultivo del sem.en, testículo y cola del epi

didi.mO en el medio comercial T"nayer-M.artín ir!Odif"icado con nitrofurant2, 

ina y con inhibidor VCN, resultó negativo a crecimiento bacteriano lo 

que no indica una evidenci~ de ~usenci..1.. de la infección ya que dicho S.!, 

mental resu1tó V4rids veces positivo a !!.~ ~ en pruebas de f ijacio

nes de complemento y además se logró en aislamiento en otro medio an

tes mcncion~do.. Por lo tanto la recomendación de Sro"Wn et al ( 1971), 

de no d4r a un ~cho como negativo a la inLecciÓnr ~in ~~te= h~L~L 

sultado tres veces negativo a crecimiento en diferQntes etJpds del mis

mo medio es v&lidar y queda comprob~da al haber obtenido crecilnientos 

de l.ss muestx.·as de ::u:iteri.11 biológico inocula.das en el medio de aqar 

chocolate utilizando como base aga.r cistin~ cor:.::.é~. 
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co•CLUSZOXRS 

l .. - La prueba de Cootnbs, resultó ser m.ás eficaz que la prueba de In-

2.- Resultadoo negativos del cultivo de tejido testicular, epidídi.mo 

o semen, no indican que el .ani.m.al se~ negativo a. la infección por 

Brucella ~, ~s aún cuando scrológic.amente los resultados han 

sido positivos. 

3.- El med.i.o agar chocolate enriquecido utili.z.ado como base agar cis

tina. coraz6n podría ser de util.idad para el cultivo de Bruce.lla 

ovis 

4.- Debido a 1as diferencias antígenas entre cepas ruqos.as y lisas de 

Brucella. es necesario, para el diagnóstico de Bruce.l.osis por .B.

~, dasar~-ollar en los centros de diagnóstico regionales y cen

trales, técnicas sensibles y específicas que nos permitan tener un 

diagnóstico. 

5.- Es necesario conjuntar la historia clL,it:4, cu.adro clínico, prue

bas serológicas con los resultados obtenidos en ei cultivo de mue= 

tras de un animal que se sospecha de Brucelosis, más aún cuando e1 

resultado de éste último es negativo. 
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