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RESUMER

El presente estudio se realizd con el f£!n de determinar la inciden-—
cia de B. ovis en hembras de un rebafio ovino, con antecedentes de

epididimitis en un semental, e intentar el aislamiento e identifica
cifén de B. ovis, ya que en este rebafic uno de los dos sementales te
nfa un cuadro de epididimitis, mostrd una serologia positiva en prue
bas de Fijacifén de complemento a B. ovis en estudios previog a este
trabajo. Ademfs de que este carnero convivid por algin tiempo direc

tamente con las hembras de donde se realizaron los muestrgos.

La explotacifn ovina de donde se tomaron las muestras, para realizar
el presente ensayo, se localiza en e¢l poblado de Visitacidn, Munici-

pio de Melchor Ocampo, Edo. de M&xico.

Se determinS la incidencia de B. ovis en 40 hembras, con base en
tres muestreos sarolégicos, en los meses d¢ enero, febrero y marzo
de 1986, utilizando las pruebas sexoldgicas de Coombs e Inmunodify-
3i6n 2n gel, con antfgenos obtenidos a partir de B. ovis. Durante
el mes de abril del mismo afio, se castrd a dicho semental que presen
taba una marcada epididimitis, intentindose el aislamiento e identi-
ficacidn de B. ovis a partir de muestras de semen, testiculo y cola
de epididimo, estas muestras fueron inoculadas en dos medios diferen

tegy; medio de Thayer-Martin modificado con nitrofurantoina y con



inhibidor VCN, y el medic agar chocolate enriguecido con base agar
cistina-corazdn suplementade con 10% de sangre de equino, 0.5% de
gatracto de levadurag y 108 de sangre de bowvino. Estos cultivos
fuaron inoculados a 37° C, durante aproximadamente 48~-72 hrs. en

atmSsfera de 5-10% de bidxido da carbono.

Obteni&ndose en la prueba da Coombs la positi\;idad en el primer mues
treo fue del 30%, en el segundo de 37.5% y en el tercero de 37.5%,

mientras que en la prueba de Inmunodifusidn se encontrS, en el primer
muestreo de 0% da positividad, en al scgundoc dal 10% y ©n el teorcero

da 15%.

El aislamiento de B. gvis, sa conaiguid a partir de la muestra de co-

la del 2pididimc inoculada en ¢l medio agar chocolate enrigquecido,
mientras que en los demis medios empleados no se cbtuve crecimiento
del microorganismo, la identificacidn y determinacién de la bacteria
aislada como B. ovis fue mediante pruebas bioquimicas convencionales,
ademis de que sa realizd una prueba de Inmunodifusidn doble utilizan=-
do ant:f.gmo preparado a partir de la cepa aislada y un suero control

positivo a B. ovig.



INTRODUCCIOR

Los ovinos han demostrado ser animales muy convenientes y suficien—
temente flexibles para satisfacer una gra: variedad de necesidades
del hombre. Esta especie ha hecho contribuciones significativas en
1a economfa de algunos paises. Los ovinos tienen las ventajas de
pragentar un tamafio reducido, alto Indice repréductivo, gran Qariedad
de productos, y un gran rango genético (d4d1). La poblacifn ovina mun
dial ha crecide lentamente durante loas Gltimos afica. México cuenta
con aproximadamente S millones de c¢abezas de ganado ovino, que en la
actualidad contribuyen con el 1.2% del valor total de la produccidn
agropecuaria, de los cuales 0.8% es de carme, 0.3% de lana y 0.1\ de
subproductos. A pasar de lo anterior se estima gue existen mis de

. 50,000 productores de ovinos en el pals, de los cuales el 34% vive
total o parcialmente de esta especie, y como fuente de empleoc se de—
barfn adicionar pastoras, mano de obra eventual para realizar tras—
quila, desparasitaciones, cuidados al parto, entre otros. Finalmente
los ovinos contribuyen importantemente en la ocupaciﬁn artesanal a

industrial (4).

La poblacidn ovina en México estd constituida en un 95% por animales
"cricllos"™ o de caracteristicas raciales indefinidas, y el 5% de los
ovinos que habitan en México estd constituido por razas puras dentro

de las que se encuentran las siguientes:



a)

b}

c)

d)

e}

£)

Ramboullet.— Se c¢rfa bien en los estados de Zacatecas,

$.5L.P., Durango, y mAs estados del norte del pais. (20,

37).

Merino Australiano.~ BEstos animales fueron importados de
Australia, en el afic de 1982 por la S.A.R.H. (20). Esta
raza es de gran utilidad para majorar la produccidn lanar

en los eatados del norte del pafs (37).

Suffolk.- Es bastante popular y se encuentra en los esta-~
dos de México, Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y Queretaro (20)

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

Hampshirs.— Se explota en los estados de México, Tlaxcala,

Puebla, Quarataro, Hidalgo y Jalisco (20).

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

quefia escala en el estado de M8xico, Hidalgo y Puebla (20).

Dorset Horn.~ EsS una raza muy recomendada para el pais ya
que =yudaria a mejorar los rebafios mexicanos ya que estos
animales son prolificos y buenos lecheros y se adaptan bien

a terrenos bajos, accidentados y de poca vegetacidn (20).



g) Romney Marsh.- En Mexico existe un solo rebaio importado
de Australia se localiza en el Centro Regional de Desarro
llo Ganadero de la S.A.R.H. an el estado de Quaretaro, es
ta raza es conveniente en zonas 1ltas vy frias de los esta

dos de: Chiapas, Oaxaca y Michoacan (37).

h) Lincoln.- Ests raza estd cobrando importancia en el estado

da México (20).

i) Corxriedale.— Esta raza se localiza principalmente ean los es -
tados de M3xice, Puebla, Tlaxcala, Hidalgo, Chihuahua, Coahui

la y Zacatecas (20).

3} Blackbelly.— Ez una raza gue se localiza en regiones tropica

leas de Chihuahua, Veracruz y Mérida (20).



CUADRO NUM. 1

ARO NUEVA ZELANDA AUSTRALIA U. R. S. S.
1980 68.825 136.166 149.432
1981 69.880 134.407 147.487
1982 70.300 137.900 148.401
1983 70.170 133.200 148.300
1984 69.700 136.500 151.400

Situacién de la ovinocultura a
nivel Mundial Memorias del cuxr
a0 de Bases de la Cria Ovina.

Williams Huw. (1984). Tol-Méx.

CUADRO NUM. 2

ESTADOS PRODUCTORES DE OVINOS EN LA REPUBLICA MEXICANA (Num. de cabezas)

ESTADO 1980 1981 1982 1983
MEXICO 727.123 732.514 738.482 694.512
ZACTATECAS 687.367 591.931 £98.070 656.962
HIDALGO 589.416 597.108 606.618 574.913
QRXACA 477.111 479.001 482.35)1 453.136
PUEBLA 420.476 425.756 429.526 404.232
S5.L.P. 415.226 424.824 428,752 403.664
COAHUILA ls3.168 364.153 366.127 343.405
CHIAPAS 320.390 335.769 343.978 328.728
VERACRUZ 293.836 294.836 294.836 277.798
MICHOACAN 222.650 230.944 236.144 225.256

S.A.R.H. Subsecretaria de Ganaderia. Direc-
cién General de Fomento Ganadero; Compendio
HistSrico Estadistico del Sector Pecuario
L972-1983.



k) Pelibuey o Tabasco.~ Esta raza es recamendable para los txrS-

picos (20).

Los Estados de M&Exico, Hidalgo y Puebla, son los que presentan mayor den
sidad ovina por Km.2, siguiendo log estados de Caxaca, S.L.P., Coahuila
Chihuahua (4). En el cuadro 2 se resumen el nfn;xaro de ovinos de losz 10

principales estados productores de la Repiiblica Mexicana.

En el Pais se realizan 2 Sistemas biAsicos de cria que son &l intensivo

v el extensivo, cuyas caracteristicas se mencionan a continuacién:

1) El extensivo.— Se realiza en el norte del pais y los proble
mas mis comunes soOn campos gobrepastoreados, elevada erosidn, agquajes as
casos, depredadores en gran niimerc (coyotes), alimentacidn deficiente,

los indicadores productivos son bajos (4).

2) E) intensivo.— Se localiza en el centro y en el sur del pais,
se basa en pastorea diurno con refugio nocturne, su alimentacién es comple
mentada frecuentemente, no existe manejo reproductivo, nutricional, ni sa-—

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

Los ovinos son susceptibles a infacciones bacterianas capaces de localizar
ce en laos 8rganos genitales, produciendo cuadros clinicos tipicos caracte-—

rizados por la notoria inflamacidn del epididimo. La epididimitis ovina



se ha demostrado en la mayoxfa de los paiscs en los que existen ex—
plotacicnes borregueras, habicnde sido originalmente astudiada en

Australia y Nueva Zelanda (35).

En México se demostrd la enfarmedad por primera vez en 1979, cuando

se logrd cultivar una cepa de Brucella ovis a partir de muestra; de
epidfdimo y de testliculos de un borrege de la raza suffolk (33). EL
brote mis reciente ocurrid en 1984 en un rebafioc localizado en el &rea
del Ajusco en el Valle de México (35). La brucelosis ovina causada
‘por Brucella ovis que se caracteriza en machog por producir una epidi
dimitis y baja fertilidad, y en las bhembras posiblemente por producir
aborto en bajo porcentaje, esto determina la pérdida de corderos nece-—
sarios para obtener ingrasoa an subatitucién da loe adultos antieconb—
micos. Por estas razones Yy pOr queo ya exié:cn antecedentes de esta
enfermedad en México {14, 28, 33, 34, 35) se crea la necesidad de rea

lizar investigaciones sobre esta infeccidn.

Caracteristicas del agente infeccioso y de la enfermedad que produce.=-

Caracteristicas de Brucella ovis: Es un cocobacilo gram negativo, inmd-
vil, no tiene cdpsula, ni esporula (15). Sus medidas varian de 0.1 a
0.5 um por 0.3 a 1.5 um, son aerdbicos (34). El gérmen es catalasa po-
sitivo, oxidasa negativo, no produce H2S, ni hidroliza la urea (7). Re=-
quiere suplementariamente de 5 a 10% de CO2 para su crecimiento, crece

en presencia de fuscina b&sica y tionina, no reacciona con atisueros A



CARACIFRISTICAS DIFERENCIALES DE [AS ESPECIES I¥1, GENERO Brucella Y sUS BIOTIPGS
Prucbas Biaguimicas

Necosidad Procuccidn Actividad  Cultive de Colorantes Aglutinacida FASsE BE2  Reservorios mds
COn_suerod s frecuentes
Espocie Blotipo de €O, de H,y5 Ureasica Tianina  Fucsina bdsica A M R 10.000x
2 W b ¢ b ¢ DPO DPO
1 - - Variable - e e + - - - - - Cabra,ove )a
B.melitensis 2 - - Variable - o+ - + + - - - - Cabra,ove)a
3 o~ — Variable - 4 + + — - - Cabra, ovela
1 +(-)d + 1-2n¢ - - - + + + - - + o+ Ganadlo vacuno
2f + + 1-2n - - - - - + - - + o+ Ganado vacuno
3.0 4l-) + 1-2h + o+ * + + - - + + Ganado vacuno
4 +(-) + 1-2n - - - + + -+ - + o+ Ganado vacuno
B.abortus 5 - 1-2h - o+ o+ + + -+ - + o+ Ganado vacunc
6 - -0+ 1-2h -~ o+ o+ + + + - - + o+ Ganado vacuno
7 - -0+ 1-2h - o o+ + T + - + .+ Ganusdo vacuno
8. * - 1-2h + o+ + + - 4+ - + + Ganado vacuno
9 - =0+ ol j-?h - + L - - +_ + Ganado vacuno
[ s ++ - 0-30 min P = = Hmie -t Cerdo
.2 - - 0~30 min -+ + - - + - - - + Cerdo, liebre
B.suis 3 - - 0-30 min + + + + + + - -+ Cerdo
4 = = 0-30 min +_ + + - + = - Reng (Ramgifer tarandi)
B.pectamae 1 - + 0-30 man - - % - - + - - - + Rata del desierto
{Neotoma lepida)
B.ovas lr + - Negativa + o+ o+ + + - -+ - - Ove’a
B.canis 1 - - 0-30 min + o+ - + - - - - - Parrd

a) La diferenciacidn de las epecies se hace en agar-tripticasa-soya o en agar triptosa con la siguiente gama de dilucig
nes del colorante: a) 1:25 000; b} 1:50 000; c) 1:100 000. Las pruebas con cepas que requieren o, deben hacerse en
una atmdsfera enrriquecida con ese gas; las domds se realizan en atmdsfera normal,

b) A= suero monoespec{fico abortus, M= sucro monoespecifico melitensis; R= suero antibrucelas rujosas.

c) Tbe= Tbilisi; DPO= dilucidn para pruebas ordinarias.

4} +(-)= Prueba generalmente positiva , pero pueden encontrarss variedades negativas, por ejemplo, la cepa 19.

e) El biotipo 544 es atipico por carecer de actividsd uréasica.

f) Para el cultivo de B. abortus biotipo 2 y B. ovis es preciso adadir 5% de suero al medio de base. w

(ALTQY eL al ., 1976)
LAS TECNICAS DE LABORATCRICS EN LA BRUCELOSIS,
FAO/CMS,
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¥ M mcnoespecificos, pero as aglutinante con antisueros R, tiene reac

cifn cruzada con Brucella canis (11).

Caracteristicas antigénicas de Brucella ovig.-

B. gvis tiene carac-
terfsticas particulares desde el punto de vista antigénice. Es ug géxr
men que aparece siempre en fase rugosa estable y eatd desprovisto de
tos antigenos de superficie caracteristicas de Brucella en fases lisas.
Se han caracterizado dos compuestos antigénicos especificos de la fase
‘lisa (S) de las brucelas que son: El antigeno A + My el Poly B. El1
antigeno A + M da las caracteristicas de los aglutindgencs A y M y es
td constituido por un ¢omplejo macremolecular de proteinas, l{pidos y
polisaciridos, siencdo responsable de ias propiedades wadolsxicas atzi-
buidas al gé&nero Brucella, el antfgeno polisacirido B es el responsable

mayor de las propiedades antigénicas de la bacteria. Las cepas rugoesas

Brucella ovis y Brucella canis estdin desprovistas del antigeno A + M

y del polisacarido B (7). El antigeno de brucelas (R), es comiin para
brucelas en forma rugosa, sin embargo, se conocen ademi&s cepas que po-

seen determinantes antigénicos de especie y especificos en el antiIgeno

(R) (30).

En Pruebas de Inmunodifugifn y FijaciSn de Complemento con antigeno soni
cado se detectaron inmunoglobulinas Ig G entre los 12 y 412 df{as despuds

de la infececidn experimental (30).
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CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES DE Brucella

B._Abor 3. meli- B. 1
AGLUTTRACION CON: tus. B. suisi genmina. B. ovisl tomae B. canis
Suerc Antibrucalas Lisas - - - - * -
Suere Antibrucelas Rugosas - - - * - &
Fermentacifn da Lactosa en .
Agar de Mac Conkey - - - - - -
Hermolisis en Agar-5angra - - - . - - -

Reproduccidn da fcids en

Agar que cont. glucona -
Movilidad a 17° c . -
Movilidad a 22° C -
Oxidasa Positiva -
Uraasa Positiva -
Reaccifn de Nitrato . -
veilizacién da Citrato =

{ALTON et al., 1976)
LAS TECNICAS DE LABORATORIOS EN LA BRUCELOSIS
FAD/OMS.



Signo de 1a enfermedad.- La primera reaccidn en carneros es la baja

calidad del gemen y la presencia de leucositos y microorganismos en el
mismo (8, 29). Lesjones caracterfaticas de los epididimos, predeminan
do inflamacién de la regidn caudal del mismo, con edema, fibrosis y ca
sejificacidn, fiebre de 41.7° C, depresién, aumento de la frecuencia
respiratoria (8), ademis se pueden presentar cojeras por artritis si-
novitis o artrosis (27). En laz hembras se presentan los s:i.gnos espo-
ridicamente y pueden manifestarse por aborto, fallas en la ovulacidn y

concepcidn; reabsorcidn embrionaria, puede ocurrir mortalidad peri y

postnatal.

La enfermedad en los rebafios ga caracteriza por una notoria reduccidn

de la fertilidac (7, 34).

Patogenia .- B. ovis se elimina en los carneros por medio del semen,
principalmente en animales con epididimitis y orquitis, tambi&n puede

excretarse en la orina. En las ovejas el g&rmen es eliminado a través
de la placenta, descargasg vaginales, Yeche ¢ fetos abortados (34, 36).
El semental, con o sin lesiones, transmite directamente la infeccidn a
través de la monta y el semen a las hembras.sanas o por contacto prepu
cial o rectal a otro carnerco, e indirectamente a través de una oveja

(10, 34).

La infecci8n ocurre frecuentemente par via oral siendo la mis comin, si

guiendo en importancia la via conjuntival y genitales externos, asi co-
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wo por soluciones de continuidad pox via cutf@nea {36). Cabe sedalar
que la trasmisidn experimental de la infeccidn de B. ovis, ha sido
realizada por diferentes vias en hembras como son: intravenosa, sub-

cutlnea, oral, supraconjuntival e intrauterina (18).

Después de penetrar por cualquier via 12 bacteria, pasa a ganglios
linfAticos regiocnales y posteriormente pasa a sangre produciendo una
bacteremia y finalmente se localiza en el epididimo en los machos y en

la placenta en las hembras.

Legiones macroscSpicas .-

a) En machos.- Tras la apertura da las bolsas escrotalas,
lag tiinicag vaginales suelen aparecer engrosadas, fibrosas y con adhe
rencias entre la capa viceral y paristal, el epididimn se encuentra

aumentado y deformado de volumen con consistencia dura, sobre todo en

la regién de la cola. Ademds presencia de espermatoceles y abscesos

(7, 22, 33).

Gunn et al (1942) demostrd que epididimitis con espermatoceles estuvo

predente en 5.3% de 6000 borregos examinados (17). En el testiculo se

observa orquitis, degeneracién testicular, con focos necrdticos bien

delimitados (7, 22, 33).
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b) En hembras que entran an contacto con B. ovis por prime-

ra vez se obgserva una cervico-vaginitis-mucopurulenta transitoria, sal

pingitis y endomatyricia (7). Procesos influmatarios necrdticos ulcerg

203 en la mucosa uterina (7, 16). La placenta se observa edematosa,

engrosada, con periarcteritis y arveritis, el arnios asti adherido al

corialantoides (22).

Los fetos aparecen modaradamente edematosos ¢on Liquido tefiido de san-—

qre ¥ en cavidades sarosas pueden encontrarse coagulos o bandas de E£i-

brina (21, 22, 2

4) . exudado supurativo en los bronquios, brongquiolos o
alveolos (24).

Lasion&s microscdpicas.-

a) En machos.- Edema perivascular e infiltracifn linfocitaria
da la cola de los epidfdimos, el epitelio de los tdbulos del epididimo
se observa hipertrefiado con degeneracifn hidrdpica, infiltracidn dc 1in
focitos v ocasionaimente presencia de células plasmiticas, hiperplasia
del endotelio capilar, ademis de formacidn de miltiples gquistes intraepi

teliales (&6, 21, 22, 23, 39).

) En hembras.- Necrosis extensiva de los elementos epitelia-
les de los cotiledones con edema e infiltrado cetular del astroma. Las

células epiteliales del corion contienen abundantes microorganismes; en

el faeto los ganglios linfAcicos presentan desarrollo de centros germina—
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les y presencia de c€lulas plasmiticas en ganglios y bazco, ademfs de

nefritis intersticiales agudas (22).

DiagnSstico.~

1) Aislamiento bacterioldgico; el alslamiento y la identifi
cacién del gérmen constituyen el {inico método de diagnSstico exento de
error, sin cmbargo los resultados negativos del cultivo en semen no ba3
tan para descartar la infeccidn con B. ovis. E1 descubrimiento recien-
te de medios selectivos para aislar B. gvig (Brown y cols. 1971) ha he
cho del aislamientc de esta Brucella una técnica de aplicacién précti-

ca y ganeralizada (3).

B. ovis es un organismo relativaments delicado, por lo tante requiere

enriquecimiento con suero o sangre para su aislamiento primario (39).

La bacteria créce selectivamente en el medio Thayer-ilartin modificado

con nitrofurantoina y con inhibidor VCN (contiene 300 g. de vancomici-
na, 7500 g. de colistina y 12500 UI de nistatina) (3,9). También cre—
ce bien en maedios a base de agar soya-tripticasa enriquecido con S$-10%
de suero ovino, estos medias se deben de incubar a 37°C en una atmdsfe

ra con 10-20% de C0O2 (5, 10, l4, 17, 18, 23).
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B.ovis tiene caracteristicas similares a Neissaeria gonorrheae, por 1lo

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

2) Serologia; debido a que la bacteria se encuentra en for
ma rugosa y los antfgencs comunmente empleados para el diagnSstico de
la brucelosis, no reaccionan con los anticuerpos anti-B.ovis (46) . Ade
mis de que en los ovinos se producen principalmente anticuerpos incom-
pletos, sobre todo en infecciones crdnicas, requeriendose pruebas espe-

zificas para detectar este tipo de anticuerpos (28).

Las pruebas seroldgicas mis frecuentemente usadas para el diagndstico

de la Brucelosis ovina son:

a) La fijaciSn del Complemento; es la técnica mis utilizada en pai
ses ovejeros (32, 34), es considerado el matodo més exacto para
el diagnéstico de Brucella en ovejas (3). Sin embargo, tiene el
inconveniente de requerir perscnal debidamente capacitado, mate—

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

b) La inmunodifusidén an Gel: es una prueba sumamente sencilla, re-—
‘quiere poco material y equipo, no necesita experiencia previa
para su realizacidn e interpretacifn, Yy e€s sumamente econdmica
(34) se ha encontrado una elevada correlacidn entre la Fijacidn
del Camplemento e Inmunodifusidn (13, 31, 42). El inconveniente

de la Inmunodifusidn es gque es una prueba cualitativa.
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.,/
c) La prueba da W llamada prueba de la Antiglobu

lina, esta t&c'i'?ica. fue desarrollada para demostrar la presencia
de anticuerpos incompletos. su elevada sensibilidad y especifi-~
cidad le han permitidc superar a la pruebs de Fijacidén del Com-
plemento, y se considera la prueba gue guarda la mis estrecha

relacidn entre la infeccidn vy reaccidn positiva, y es una prue-

ba cuantitativa (12, 19).

. Localizacidn y caracteristicas de la explotacidn ovina utilizada.- La

explotacién de donde se tomaron las muestras de suero, se localiza en el
poblado da Visitacidn, Municipio de Melchor Ocampo estado de M&xico, a
latitud 19® y 99° 10* de longitud, con un clima templade seco y lluvias
en verano y otofio, con una precipitacidn pluvial anual de 700 mm. Hg,
correspondientes a la clasificacidn €. W. de Koepen (Tamayo 1962). La
temperatura madia anual es de 15.5° C, con una mAxima da 30.5° C y una
minima de 5.5° C. El rebaneo consta de 220 animales, de los cuales

son 90 hembras mayores de un afic encastadas de la raza Suffolk, Ramboui
llet y Criolla, 2 machos de la raza Rambouillet, uno de la raza Suffolk,
v el resto de los animales son menores de un afio.

Las Instalaciones cuentan con sambreaderos, comederos de cemento, bebe—

deros con aqua potable.

El manejo del rebafic es de tipo semiintensive con pastoreo matutino,



saliendoc a pastorear a las 8 AM. y regresando
ximadamente en cortes de alfalfa de mafiz etc.
teriormente es suplementada dentro del corral
lido y minerales. Los uvinos se desparagitan

de estudios coproparasitoscépicos, los cuales

18

a las 12 Hrs. A.M. apro~
Su alimentacién poste-
con rastrojo da mafz mo—
en base a los rasultados

se realizan cada mes.
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OBJIJETIVOS

1.~ Determinar la incidencia de Brucella ovis en los meses de enexo,
febrero y marzo de 1986, en un sabafio ovino comercial ubicado en
el poblado de Visitacidn, Municipio de Melchor Ocampo, Estado de

México, mediante las t&cnicas serolfgicas de Coombs y de Inmunodifu

sidn en gel.

2.- Intentar el aislamiento e identificacidn de Brucella ovis en el

rebario.
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MATPROIALES Y METODOS

1) Bioldgico

a) Se obtuvieron 40 suercs de ovinos hembras, que se recolecta

b)

c)

d)

e)

£)

9}

ron asepticamente de la vena yugular.

La

El

El

el

EY

cepa de B. ovis fue proporcionada por el INIFAP.

antigeno solubie de B. Svis, gus fue praeparado en el INIFAP.

antigenc de c8lula completa de B. ovis fue preparado en

INIFAP.

medin de cultivo de tripticasa-soya, adicionado con 5% de

suero estéril de bovino.

Medic de cultivo de agar chocolate, con base agar cistina-co

razdn suplementado.

Muestras de tejido testicular, epididimos, y 5 ml. de semen

de

carnero de la raza Rambouillet, con un severo cuadro de

epididimitis.



I)

II)

21

h) Dos conejos hembras, clinicamente sanos de La raza Nueva Ze-

landa, con una edad de 6 meses, y un peso de 1.800 kg- aprox.

Toea y envio de muestras:

Las muestras, fueron colectadas asépticamente de la vena yugular,
utilizando una aguja estéril por cada animal, en tubos vacutainer
con previa identificacidn.

S8 TeallZaron 3 @uséireos, entre intervalos de 2i dias cada uno.
Estas muestras sanguineas, fueron transportadas al laboratorio de
bacteriologfa en INIFAP (Instituto Nacional de Investigaciones Fo
restales y Agropecuarias), en donde se centrifugaron a 5000 rpm/10
minutos, con el fin da obtener el suero, estOS sueros Se mantuvie—

ron a una temperatura de —20° C. hasta el momento de su utilizacidn.

Prueba de Coombs:z
a) Preparaci&n del reactivo de Coombs:
1) Se diluyeron 60 ml de suero ovino, con 60 ml de sulfato de
amonio (gota a gota) y en agitacifn magnética, a temp. de
4° C. La mezcla se centrifugd a 5000 rpm/15 minutos a temp.

de 4° C.
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2). Se desechd el sobrenadante, y el sedimento se resuspendid

3)

L}

S)

6)

)

a)

con agua destilada a los 60 ml. originales.

Posteriormentrs e agréeyaron 45 ml. de sulfatc de amonio
(gota a gota) y en agitacifn magnética la cual se mantuvo

pOr una hora a temp.ambiente.

Sa centrifugs a 5000 rpm/1S minutos a 4° C., se elimind
el sobrenadante y el sedimento se reconstituyd a 30 ml. con

S. S. F. a PH 7.2

Al final de a23to obtenemos gamaglobulina ovina + S.5.F-

+ sulfato de amonio.

A esta susgpensidn se le realizd dialisis, con el fin de eli

minar el sulfato de amcnio.

Las gamaglobulinas obtenidas se centrifugaron a 5000 rpm/15
minutos a 4°® C, ¢y se mantuvieron a temp. de -20°C, hasta su

uso.

La gamaglobulina ovina 0.5 ml, mis adyuvante campleta de
Freud 0.5 ml ¥y 0.05 ml de emulsificante, se mezclaron hasta

su homogenizacidn.



9) Esta mezcla se le agregd antibidtices 1000 UI de penicili-

na y 10 mg. de entreptomicina' por ml.

10) Esta suspensidn se inyectd por via intramuscular aprox.

lml a cada conejo, seranalmente, durante 4 semanas.

11) Diez dfas después de la Gltima inyeccidn se sangraron a las

conejas y se cbtuvo el suero gue se utilizd como reactivo de

Coombs .

b} Obtencifn de microcrganismos de Brucella ovis, para realizar la

preparacidn del antigeno de c&lula cormpleta:

1.

Preparacidén del medio para cultivar B. gvis: se suspendieron
40 grs. de agar de soya tripticaseina en un litro de agua des-
tilada, mezcliando bien se calijenta, agitando frecuentemente
hasta que hierva durante un minuto. Después de gue se disol-
vi5, se esterilizd en un autoclave a temp. de 118° C a 121°C
(no m&s de 15 libras de presidn) durante 15 minutos, se dejé
enfriar a 50°C y se le adicioné 5% de suero estéril de equino,
se vertid en cajas de petri, y se sometid a prueba de esterili

dad (incubl8ndoln a 37°C, durancte 24 hrs.)

Se tomd la cepa de B. ovis. proporcicnada por INIFAP, y se pro

cedid a realizar la siembra de microorganismcs.
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¢c) Preparacién del antigeno de cé&lula completa de B. ovis:

a)

1. A cultivos de B. ovis

(da 48 hrs.) se les agragd soluvcién sa
lina fenolada al 58 con 0.5% de fanocl, y se dejaron en reposo

durante 24 hes.
2. Se cosecharon y se filtraron en gasa doble estaril.

3. Se lavaron 3 veces con solucién salina al 0.85% y se estandari
zaron de acuerdo a la concentracidén de microorganismos ya estan
darizado se le agregd azida de sodio para preservarlo.

Todo lo anterior se realizd en campo estéril, y al antigeno se

le detemind proteina en base al método de Lowry (26).

Técnica para realizar la prueba de Coombs:
Se raealizd la prueba en tubo por la técnica. eurvpea de aglutina-—
cifn (3). Y se sometieron a la prueba de Coombs todos los sueros,

mostrando o no aglutinacidn en la prueba antes mencionada.

La prueba de Coombs, consta de 2 fases, en la primera los anti-
cuerpos especificos reaccicnan dando un complejo primario no cb—
servable, donde los anticuerpos permanecen ligados a la pared ce
lular.

En la segqunda fase los anticuerpos permanecen unidos a

las cé&lulas, y se comportan como un antigeno en la reaccidn con
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el suerc antigamaglobulina ovina dando una reaccidn observable.
El suero que no reacciona en esta fase se considera libre de

anticuerpos incompletos (12, 19).

III.~ Prueba de Inmunodifusifn en gal:

a) Preparacidn del antigenc soluble de B. ogvis para realizar

la prueba de Inmunodifusidn:

a.l) Se cosecharon cultivos de B. ovis de 48 hrs.

a.2) Se lavaron con anlucifn szlina al $.83%

a.3) Sa centrifugd a S000 rpe. y ol sobrenadante sa degechd y
se determind el peso del paquete celular.

a.4) Este paquete se llevd a una concentracidn dal 30% con
solucidn salina.

a.5) Se llevS a cabo la fragmentacién de las bacterias por me

“die de ultrasconido durante 10 minutos.

a.6) Posteriormente se centrifugd la suspensidn bacteriana a

5000 rpm. durante 30 minutos, y el sobrenadante se utili

2% como antigena.

b) Técnica de la prueba de Inmunodifusidn:

Se realizd empleando cajas de petri de plistico, en las que
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sa colocd el medic de gel de agar noble, con un molde-

2a realizaron perioractones en el medio del gel 6 orifi-

cioa, y uno cantral. El an=fgenc soluble da B. pvis, se
colocS en el orificioc central, mientras que en los orificios
periféricos se colocaron los sueros problema. En cada serie de
pruecbas se ihcluyS un suero positivo ¥y und negativo cofio con

trolas.

Las cajas se incubaron a temp. ambiente en una cfmara hGme-
da. La lectura se realizd a las 24, 48 y 36 hrs. de incuba-
cifn. La intearpretacién de los rasnltados=, oo hizo canside—
rando positivos a todos los suercs que presentarcn lineas de

precipitacién.

IV.- Aislamiento de Brucella owvis:

Obtencidn de muestras; a un carnero de la rara Rambouillet, que
Se encontraba en el miamo rancho, ¥ que estuvo por algin tiempo
conviviendo directamente can las hembras de las cuales se toma-
ron las muestras seroldgicas, para la realizaciSn del presente

trabajo, mostraba una marcada epididimitis, y con serologfa posi
tiva a B. gvis. Se le procedid a extraer una muestra de semen

por medio de un electroeyaculador, esta muestra se colectS en un

tuho de ensayoc estdril, Inmediatamente después de esto, se proce
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dié a castrar al carnero, obteniéndose los testiculos y epidi-

dimos.

Estas muestras bicldgicas (esperma, testiculos y epididimos)

fueron inmediatamente transportados en una hielera al laborate

ric de bacteriologfa en el INIFAP.

Se prepararon dos medios diferentes de cultivo para intentar

el aiglamiento de Brucella ovis:

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

b)

inhibider VCN {contiene 300 g. de vancomicina, 7500 g. de co
listina, y 12500 UI de nistatina) {3). En este medio se rea

liz5d la siembra de semen, testiculo y cola del epididimo.

Medio de agar chocolate enriquecide, con la iinica variante -
que se utilizé como base agar cistina corazdn (l}). En estce
medio se realizd la siembra de semen, testiculc y cola del

epididimo.
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RESUTULTADOS

El aislamjento bacteriolSgics, se intentd a partir de muestras da se
men, epididimos, y testfculos procedentes de un semental, el cual
mogtraba un cuadro de epididimitis, y que estuvo por algin tiempo con
viviendo directamente con las hembras de las cuales se tomar:cn' las mues
tras serolSgicas para realizar lag pruebas de Coombs e Inmunodifusidn

en el presente trabajo.
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RESULTADOS DE LA PRUEBA DE COCMBS

Nimero Nimero Pur ciento
ler. Muestreo Suerxocs Sueros Sueros
DiluciSn Positivos Negativos Positivos
1.5 9 31 22.5
1.10 5 31 22.5
1.20 8 32 20.0
1.40 7 a3 17.5
1.80 7 33 17.5
TOTAL: 40 . 160 X 20%

2do. Muestreo

Dilucisn
1.5 ‘10 T se 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%

3er. Muestreo

Dilucién
1.5 1s 25 37.5
1.10 15 25’ 37.5
.20 12 30.0
1.40 10 25.0
1.80 - L2245

TOTAL: . . BRY ... % 30.5%
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InmunodifusiSn en gel.-—

Despuef de incubar los suervs en cSmara himeda durante 24 a 48 hrs. Se

realizd la lectura encontrindose:

— En el primer muestreo, todos los sueros, es decir, los 40 anima

les muestreados resultaron negativos.

— En el segqundo muestreo resultaron positives los suercos, 7, 8, 9,
26., es decir los 4 sueros positivos que representan el 10%
- En @l tsrcex muostrec rosultoron positiveo oo su

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

Aislamiento de Brucellia ovis.-—

Después de incubar durante 48 hrs. con 10% de CO2 muestras de testiculo,
cola del epididimo y semen en el medioc Thayer-Martin modificado con ni-
trofuranteina y con inhibidor VCN (3) se’observ§ que en todas estas ca
Jas, resultaron negativas al crecimiente bacteriano. Mientras que en

las cajas incubadas durante 48 hrs., con 10% de C02, conteniendo las mues
tras de testiculo, cola del epididimo, y semen en el medio agar chocolate
{1} con la finica varjante que se utilizf como base agar cistina-corazén,
se observd el crecimiento de ecolonias rugosas, muy pequefias en las cajas

en donde se realizS la siembra de la cola del epididimo, mientras gque en
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las cajas restantes resultaron negativas al crecimientc bacteriano.

Se realizd la determinacién e identificacidn del microorganismo aisla

do, en base a pruebas bioquimicas (25). Obteniéndocse que la bacteria
results:

Catalasa +

Oxidasa -

Actividad ureasjca -
Utilizacifn del nitrato -
Produccién del &cido sulfhidrico

Reduccién del citrato -

Fetmanlacidn de lactousa en agar Mac Conkey -

Ademds de que col esta cepa aislada, se prepard un antigeno, y se co-
rrieron pruebas de Inmunodifusidén doble utilizando sueros controles PO
sitives a B. ovis y sueros negativos, observindose lineas de precipi-~
tacidn cen los sueros positivos a B. _c_a&?. Por lo tanto el microorga-

nismo aislado se identificd como Brucella ovis.
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DIsSCUSION

Los anticuerpos séricos de Brucella ogvis en ovinos, pueden ser detec
tados por técnica de aglutinacifn (Buddle 1954) (13), Hemoglutinacién
indirecta (Ris y Te Punga, 1963) 13, inmunodifusién (Mattheus y True—
blood, 1976; Myers, 1970) (l13), fijacidn de complemento (Clapp, 1955,

Clapp, 1961), e irmunofluorescencia entre otras (13). La sensibilidad
Yy la especificidad de cada una de estas pruebas es dificil de evaluar,
m88 afin cuando no se tiene seguridad plena de que los animales astin

afectados, sobre todo si el semental del rebafio presenta un cuadro cli
nico de epididimitis, ya que esta alteracidn no siempre es causada por

Brucella ovis.

El ailamiento del microorganismo en cultivos especificos es el mejor
método de determinar la presencia de la bacteria en el animal. Sin em
barge un resultado negativa en el cultive, no es indicativo de que el

animal esté& libre de la infeccidSn (Lavis, et al. (1972) (l13).

Hartely, et al., (1955) (18}, demostrd que la infeccifin causada por
Brucella ovis puede desarrollarse en la borrega sohre todo cuando can
viven con machos infectados, pero Buddle (1955} (18)., sSlo encuntrd
aglutininas en el suerc an dos borregas de 25 as cuales convivian con
5 machos infectados. Por otra parte (Clapp, et al. 1957; Snovidon 1957;

Keogh et al 1958) (18), han reportada la presencia de anticuerpos de
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Brucella ovis por medio de la prueba de fijacidn de complemento en bo

rregas que conviven con machos exgerimentalmente infectados.

La transmisiSn da Brucslls owiz 3 la boirega ha sido probada por via:
intravenocsa, oral, subcutdnea, conjuntival e intrauterina (18) los re-
sultados de éstas vias de transinisidén no han tenido un efecto severo en
la borrega gestante, ya que el aborto o los nacimientos de corderos dé-

biles han sido pocos.

Por otra parte Lidal and Kirkbrige, (1983) lograrca aislar Brucella ovis
de fetos abortados datectando lesiones en placenta y pulmdn. Estas in=-
vestigaciones indican los resultados contradictorios que en este senti-—

do se& han dado.

Los resultados obtenidos de las pruebas seroldgicas practicadas en el
presente trabajo, no concuerdan entre si, lo que puede indicar alguna fa
lla en el procedimiento © en la sansibilidad y especificidad de las prue
bas, lo que si es evidente es que las borregas del ranche tienen anticuer
pos de sruceila ovis, y si a &sto agregamos que fue posible aislar el gér
men del semental que convivid con las borregas por algin tiempo, queda
demostrada la importancia que puede tener la convivencia de sementales

afectados con las hembras.

Los hallazgos obtenidos con la prueba de Cocmbs, cuya sensibkilided y es-—
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pecificidad son elevadas, nos permiten suponer que el rebafio estf infec
tado sin haber podido evaluar los efectos directos de &ste microorganis-—

mo en las borragas.

El hecho de haber encontradeo un mayor porcentaje de sueros positives -~
con la prueba de Coambs, puede explicarse en el sentido de que los ovi-
nos crénicamente afectados, presentan anticuerpos incompletos ‘y la prue
ba de Coombs a diferencia de la Inmuncdifusién en gel sirve para detec—

tarlos.

Con respecto al aislamiento de Brucella ovis, de la cola del epididimo
de un carnero con cuadro clinico de epididimitis, y positive a la prue-
ba de Fijacidn de complemento, en el medio de agar chocolate utilizando
como base agar cistina corazdn, representa un primer antecedente de su
utilidad, ya que con anterioridad dicho medio fue aplicado por Aguilar
y Trigo (1985) para el aislamiento e identificacidn de Haemophilus somnus
en Mexico (1), lo anterior demuestra y concuerda con las cbservacicnes de
Brown et al (1971), De la Pefia, Feldman (1985), de que B. ovis tiene un
comportamiento y necesidades diferentes a otras especies de Brucella vy
es importante el uso de medios de cultivo enriquecidos para su aislamien

to.

Brown, et al. (1971) indica que los procedimientos serolfgicos para el
diagndstico de B. ovis no siempre concuerdan con los hallarzgos obteni

dos del semen, esto puede ser debido a fallas en los medios de cultivo,'



lo que hace a &sta técnica de diagnSstico poco prictica sn forma ruti

naria.

En el presente trabajo el cultivo del semen, testiculo y cola del epi-

didimo en el medic comercial Thayer-Martin modificado con nitrofuranto
ina y con inhibidor VCN, resultd negativo a crecimiento bacteriano leo

que no indica una evidencia de Ausencia de la infeccién ya gue dicho se

mental resultd varias veces positivo a B. cvis en pruebas de fijacio-

nes de complemento y ademis se 1logrd en aislamiento en otro medio an-—

tes moncionado. Por lo tanto la recomendacion de Brown et al (1971),

sin antes halbal re—

de no dar a un macho como negativo a la infeccidn,
sultado tres veces negativo a crecimiento en diferentes etapas del mis-

mo medio es v&lida, y gqueda comprabada al haber obtenido crecimientos

de las muestras de material bioldgico inoculadas en el medio de agar

chocolate utilizando como base agar cistina cora=Sa.
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CONCLUSIONES

1.~ La prueba de Coombs, resultd ser mis eficaz que la prueba de In-~

zuncdifusilu en gel an £ztc tiabajo.

2.- Resultados negativoes del cultivo de tejido testicular, epididimo
© semen, no indican que el animal sea negativo a la infeccidn por
Brucella gvis, mis alin cuando seroldgicamente los resultados han

side positivos.

3.=- E1 medio agar chocolate enriquecido utilizado como base agar cis—
tina corazbn podria ser de utilidad para el cultivo de Brucella

ovis .

4 .-~ Debido a las diferencias antigenas entre cepas rugosas y lisas de
Brucella - es necesarioc, para el diagndstico de Brucelosis por B.
Svis, desarrollar en los centros de diagnSstico regionales y cen-

rales, té&cnicas sensibles y especificas que nos permitan tener un

diagnSstico.

5.~ Es necesarioc conjuntar la historia clinica, cuadro clinico, prue-
bas seroldgicas con los resultados obtenidos en el cultivo de mues
tras de un animal que se sospecha de Brucelosis, mis aiin cuando el

resultado de éste Gltimo es negativo.
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