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DIEGUEZ BELTRAN ELSA Presencia de anticuerpos contra BSrucella en
los sanimales silvestres del Zoolégico de Chapultepec de la Ciudad
de México. Asesores: MVI Edgar Alfonseca Silva, MVZ Efrén Diaz

Aparicio, MVZ Francisco Sué + MVL K do Gual Sill.

La brucelosis es una de las enfermedades zoonéticas mis impor-
tantes en México, por lo que esta sujeta s campafia de control

oticial, contemplada por la ley de Sanidad Fitopecuaria. 3Sin

embargo, la Campafia no Pla a 1os animales silvestzes que
son susceptibles de infectarse, ni especifica las peusbas
diagnésticas a usar, y la frecuencia de éstas. El objetivo de
este trabajo, fue determinar la presencia de anticuerpos contra
Bzucslla app en la poblacién de animales del Zoolégico de
Chapultepec de la ciudad de México, para lo cual se utilizaron
muestras séricas de 155 animales, los cuales se agruparon en
herbivoros y carnivoros, incluyendo 16 especies de los primeros
y 13 de los segundos. La toma de muestras se realizd, dependiendo
de la especie, con anestésicos o por contencién fisica segin lo
especificado en los manuales de manejo para animales de
zoolégico. Las pruebas diagnésticas utilizadas para brucelas

lisas fueron: Prueba de tarjeta a concentracién celular del 38 y



.8 %, fijacién del complemento y ELISA competitiva.Para brucelas
rugosas se utilizé un antigeno para prueba de aglutinacién. A
la prueba de fijacién del complemento dieron reaccién positiva
10 hexbivoros: 3 antilopes ( Antilope cervicepra }, 3 muflones
( Ovis ammon musimon ), 2 venados { Cervus nipon ), 1
cebra ( Equus qQuagga boehmi ), y 1 dromedario { Camelus
dromedarius), ( 10.64 % ) del total de los herbiveros y solo 1
carnivoro: lobo ( Canis lupus), | 1.64 ¢ ), del total de los
carnivoros. 8in embargo, se presentd reacciébn anticomplementaria
en 27.65 % de los herbivoros y en carnivoros 6.55 8, lo que
dificulta la interpretacién de la prueba. La prueba de tarjeta

usada & concentzacién celular del 8 % en herbivoros, dié

resultado poajtivo solc en 1 suero de antilope ( Antilope
cervicapra ), {1 % ) y 3 de carnivoros: leén ( Panthera
leo),lobo ( Canis lupus ) y 1lince ( Lynx zufus )}, ( 5%,
cuando la concentracién celular fue dgi 3 § se encontraron

5 herbivoros positivos: 1 venado (.Cervus nipon ) , 1 rinoceronte

Dicerus bicornis ) , :: ‘Anvt‘uopn cervicapra ) y 1

~5‘3 8}, ¥y 2 carnivoros:

_‘r.icar;ua), (.28,
Estos resultados concuerdan - con . io izeéoétadé ;;a:a pequefios
rumiantes aumentando la senhibilidia ”'cua'ndo la concentzacién
celular de la prueba de tarjeta se usa “Il 3 %, En cuanto a la

ELISA competitiva, no se presentd ninguna reaccién positiva en la
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totalidad de los sueros, esta prusba fue disefiada para
bovinos, no teniendo referencia de su uso en otras especies
animales, pudiendo atribuirse la nula respuesta ala incapacidad de
las diferentes especies probadas de producitr anticuerpos capaces
de reconocer al epitope seleccionado para la fabricacién del
anticuerpo monoclonal. Del total de los 61 animales carnivoros
80lo 31 lobo ( Canis lupus), leébn ( Panthera leo ), y lince
( Lynx rufus } , (5 % ) dieron reaccién positiva al antigeno de
Brucalla Ganis. Cabe hacer notar que estos 3 sueros corresponden s
los 3 carnivoros positivos a la prueba de tarjeta al 6 % lo que
nos indica una posible reaccién cruzada. Por 1o anteriormente
descrito, podemos suponer que la brucelosis es una enfermedad que
estéd presente en el zoolégico de Chapultepec, sin embargo esto
debe de ser constatado por aislamiento del agente, considerando
la importancia que ésto tiene para la salud, y eatablecer wun
criterio de interpretacién para el uso de estas pruebas en ani-

males silvestres.
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INTRODUCCION:

La brucelosis es una enfermedad infecciosa, de curso c:én;co‘,
producida por bacterias del género Brugella , que afecta A varias
especies de animales domésticos ( 1, 3, 29, 33 ), particularmente
bovinos, ovinos, caprinos y porcinos  »3, 29 ) asi como a los
perros, animales silvestres y al hombre ( ,, ¢ , 23, ; - En
nuestro pais se considera una de las principales zoonosis que se
puede transmitir directa o indirectamente | ;3 ), 6 En los animales
se caracteriza por producir abortc en la hembra y, en menor

grado, orquitis e infeccién de las gliandulas sexuales accesorias

en el macho asi como infertilidad en ambos sexos (4, a1 ,

HISTORIA DE LA BRUCELOSIS:

Bruce en 18086 aiala al germen del bazo de personas muertas por
la enfermedad y le llama Hkﬁmnswmh (3 ) Bang
y Stribolt en 1897 en Dinamarca aislan el germen causante de el
aborto contagioso en las vacas. Smith, Fabyan, Mc Neal, vy Kerr,
Schoeder y Cotton en 1912 lo aislan de las vacas enfermas en los
Estados Unidoa de Norte America. Traum en 1914 aisla R._suia de
cerdas que abortan en E.U.A. | ;5 )/ Malvin y Eichhorn en 1918 en
E.U.A. sugieren que se estudien las semej.lnzn entre
Microcogus melitensia y B. abortus. Hudleson en 1935 describe
la prueba ripida para la aglutinacién en placa que sirve para la
campafia nacional contra la Bucelosis Bovina en Estados Unidos.
Sdarez ( 3 y en su descripcién  y generalidades de brucelosis

menciona que en 1953 Buddle en Australia y Boye en Nueva
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Zeiandia identifica a Brucella ovig como la causa d: infeccién
en los carnercs | 3 ). Ruiz Castafieda en 1956 en México
propéne un medio de cultivo bifésico para PBzucella ¥ una prueba
diagnoéstica de tarjeta | 55 ) .

En México se tenia noticia que desde finales del aiglo pasado
la enfermedad estaba diseminada por varios estados; sin embargo
el primer aislamiemto del agente causal lo realizé Pléceres en
1921 en Puébla. Los primeros reportes de la incidencia de 1la
infeccién humana aparecieron a finales de 1la década de los afios
treinta, como consecuencia de la inclusién de la brucelosis en

la lista de padecimientos transmisibles de reporte obligatorio

(19 ) .

CARACTERISTICAS GENERALES:

La Brucalla es un cocobacilo, que mide 2 x 2 micras, es Gram
negativa y se tifle con 2ielh-Neelsen modificado de color rojo, no
tiene esporas, ni flagelos | ;3 35 ) . lLa temperatura dptima para
su crecimiento y desarrollo es de 37 ° C, el pH requerido varia
de 6.6 a 7.4, en el aislamiento primario las colonias de
Brucella tiene de 0.5 mm a 1.00 mm. de diémetro y son convexas,
las bacterias son catalasa positiva, usualmente oxidasa positiva,
no producen indol, no licuan la gelatina, utilizan diversos
carbohidratos, pero no producen &cido ni gas en cantidades
suficientes para usarlos en su identificacién, Son‘vuzea 1'

nitratos positivos, la mayoria de las cepas zeqﬁiqzen de
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prolongados periodos de incubacién ( hasta de 7 dias ) i, 50'

3 ye La Bgucella es un microorganismo de . necesidades

nutricionales tmuy exigentes, por lo que para su cultivo ’s_é‘ o

requieren medios especiales como: agar brucela, medio bifisico
de Ruiz Castafieda, agar tripticasa soya y agar sangre 2' 13; 19,
29, 30 ) + Son organismos fastidiosos en el primouisiamiento,
algunas como  B. Abortua biovariedad 1, 2, 3, 4, Vl.mlu
requieren de diéxido de carbono ( 5-18 %) para su crecimiento,
as{ como medios adicionados <con antibiético para evitar el
crecimiento de otras bacterias ( .3 ;9, 29, 30, 31 |}, 5e conocen
seis especies del género Brucella, las cuales estan clasificadas
como: brucelas lisas: B. malitensis, { 3 biotipos ) ¢ 31,
B.._abortus, ( 9 blotipos ), B auis, { 4 biotipos )
B.__pmotomae ! y brucelas rugosas: B, ovis Yy B.canis . las
colonias de las cepas rugosas son de similar tamafio y forma a
las colconias lisas, pero varian en color al ser cobservadas con
luz indirecta, consistencia, textura y estructura antigénica., Se
sabe que existen dos antigenos principales en las cepas lisas,
los cuales se conocen como antigeno A y M, siendo estos residuos
formados de polihidroxiamino, presente en el lipopolisécarido de
B. aboxtus ,asi como de B. mlitengis . La proporcién de
antigeno A:M en B, abortus es de 20:1 y en B._meliteoais
es de 1:20 | ¢ y+ Es importante hacer notar que las cepas
rugosas de 8. canls y B. _ovis tienen caracteristicas
antigénicas similares entre si, pero diferentes a las cepas

lisas | 35 |
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EPIDEMIOLOGIA:

La brucelosis se encuentra ampliamente distribuida en el
mundo. En México seqgun estimaciones de la Direccién General de
Sanidad y Proteccién Agropecuaria y Forestal de 1la S.A.R.H.
para el afio de 1987, causé pérdidas anuales en el ganado bovino
lechero por 1,015.6 millones de pesos |  ,, Durante los dos
ultimos afios en México, se han confirmado 5,251 casos de
brucelosis en animales domésticos, aunque estos numeros se
consideran subeatimados en un 30 % lo que indica claramente la
gravedad del problema | ;, ). Estd mAs arraigada en los estados de
Coahuila, Durango, Nuevo Leén, 2acatecas, San Luis Potosi,
Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, Guanajuato, Querétaro, México Yy
Caxaca. En los animales que se crian en la meseta central, la
enfermedad se considera enzobtica. La enfermedad puede

presentarse en cualquier época del afio {19, 33 )

Los - animales silvéntzeﬁ i evn';"»'lol que se ha reportado son:

venado cola blanca’ cobayos, b\'xhlon, bisontes, wapiti

WRL ip;:os 'e"Azgerntinn y de la

ciervo, gamo, jabali,

reno (‘i

lobos . de’: Al ska. "
mapache - de Florid
Artico ( gy, ‘:t:‘;:ybu‘s

k 6 ) chacélv: Jt‘.louvo,hé
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20 ) ¢+ @atos, conejos, liebres y goedores |  , .

La forma de infeccién es por contacto directo con animales
infectados, por contaminacién de los pastos cuando los partos son
& cielo abierto, por contacto sexual, por via conjuntival y por
heridas ( ,, 4, ¢ se sabe que las hembras que abortan
eliminan el gérmen por secresiones vaginales y por la gléndula

mamaria, las crias se enferman de sus madres © bien nacen

infectadas. La introduccién de animales przocedentes de zonas
infectadas es de alto riesgo para el hombre ya que el manejo
constante de éstos suele ser peligroso | ,, 5, 26, 33 ).

£l hombre es susceptible a todas las especies de brucela,
exceptuando & _B. ogotomas vy Boowdk ( j9, 33 ) ¥ puede
considerarse una enfermedad ocasional u ocupacional de médicos
veterinarios, vaqueros, pastores, ordefiadores, matarifes
carnicercs y campesinos en general ( g, 19, 20 ),

La transmisién se realiza por via oral a través de 1la leche
cruda y quesillos frescos crudos © mal procesados, o por la

inhalacién de aerosoles infectantes (,, 3, 4, 5

FORMAS DE PRESENTACION:

Existen dit ias fund ales entre la infeccién de

loa animales domésticos y la infeccién humana {19, 33 ) -
Tomemos come tipo la infeccién en los bovinos, Esta infeccién
presenta dos fases esencialmente diferentes: una que resulta

del primer contacto de la B. aboztua con el animal susceptible, Y
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otra, cuya importancia econémica hace parecer insignificante a la
primera, la cual puede pasar inadvertida, pues al parecer
ptovoca escasa o ninguna signologia, y sélo se reconoce por
pruebas inmunolégicas, y como consecuencia de la infeccién hay
una respuesta inmunolégica deficiente ya que el gérmen infectante

queda establecido permanentemente en la mayoria de los animales

t 1, 3, 19, 29, 33 ).

PATOGENIA:

Aprovechando cualquier via de entrada, ya sea la digestiva, la
conjuntival o la genital, produce bacteremia y se establece en
bazo, higado, médula ésea, células del sistema
reticulo endotelial, vesiculas seminales, placenta, utero,
gléndula mamaria, nédules linféticos supramamarios, retrofaringeos
y submaxilares. Si se trata de una hesbra gestante la bacteria
tendré predileccién por el iitero, el feto y sus envolturas ya que
tiene un marcado tropismo atribuido al eritritol que produce la
placenta y en los machos adultos el epididimo, este azicar
alcohol actia como estimulante de su crecimiento.

Las brucelas son parisitos intracelulares facultativos por 1o que
ae establecen en alguna célula del epitelio o del corion

duciénd

placentario P en d cantidades, produciendo

destruccién de las células, causando necrosis e inflamacién de

los organos afectados demé de dad domi

P

fibrinoso. El embrién no es inmune, sufre una infeccidn de menor

o mayor intensidad, y de acuerdo con ésta, el producto podrs sez o
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no puesto en peligro (103 ). Al presentarse inflamacién en las
envolturas fetales, se producen transtornos en la zespiracién y
en la nutricién del feto asi como anoxia y muerte, por 1o cual es
expulsado.

La caracteristica clinica de la infeccién bovina, el aborto,
zesulta de una recrudescencia de la infeccién primaria por
movilizacién de los gérmenes a partir de los &rganos donde se
encuentra localizada | , , 19, 33 ),

La hembra que aborta queda con un procesc de metritis y
muchas veces con retencién placentaria, debido a la inflamacién de
los cotiledones, lo cual llega a producir la muerte. Algunas
veces ase produce infertilidad, lo que aumenta el periodo entre

partos hasta varios meses, y por ia hay an

los pericdos de lactancia lo que conlleva a la pérdida de
becerros y obstaculiza los planes de crianza del ganadero (1, 3
) + La infertilidad puede causar pérdidas del 10 al 25¢ en la

produccién de leche, por la interrupcién del periodo de lactancia,

por el aborto, y por la concepcién demorada | 4, 3, 5,
DIAGNOSTICO:
La brucelosis es una de las enfermedades que cuenta con

mayor nimero de pruebas diagnbéaticas, éstas se clasifican en 3
grupos:

1.- Prusbas Bacteriolégicas: estén orientadas al aislamiento y
tipificacién del organismo | ;5 ) . Las muestras recomendadas

para el aislamiento de Brucslla spp son : sangre, semen, feto,
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placenta, exudado vaginal, leche, médula ésea, nédulos linfiticos
supzamamarios, retrofaringeos y submaxilares

2.= Pruebas Serolégicas: estdn dirigidas a la deteccién de
inmunoglobulinas. Las pruebas serolégicas de aglutinacién son las
més comunmente empleadas y se basan en una reaccién antigeno-
anticuezpo. La prueba serolégica de fijacién del complemento
ofrece una buena sensibilidad y especificidad para el diagnés-
tico de la brucelosis en bovinos, caprinos, ovinos, equinos,

suinos y humanos ( 15, 21, 3¢ .

3.~ Pruebas intradérmicas: que estan basad en la resp a
célular, sin enmbargo, no es frecuente su uso ( ;, 35, )

La Comisién Nacional para la Erradicacién de la Brucelosis
acepta como pruebas oficiales la prueba de tarjeta , la prusbs de
rivanol y la prueba de (fijacién del complemsnto. Estas prusbas
estén descritas para su uso en bovinos, ovinos, caprinos, equinos
y suincs; sin embargo, no existe una prueba de diagnéstico
descrita para usc en animales silvestres. Se ha considerado que la
prueba de fijacién del complemento sea una prueba adecuada para
usarse en estas especies animales. En épocas recientes,
diferentes investigadores han trabajado en el establecimiento de
técnicas inmunoenziméticas para el diagnéstico de brucelosis,

dentzo de éatas los 4 ayos de tipo competitive con

anticuezrpos monoclonales, dirigideos a un epitope - O - del

lipopolisacarido ( 4, 3¢
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CONTROL Y PROFILAXIS:

Existe en nuestro pais la Norma Oficial Méxicana para la
Campafia Nacional contra la brucelosis animal, la cual tiene por
objeto unificar los procedimientos, actividades, criterios,
estrategias y téchicas para el control y erradicacién de 1la
brucelosis en el ganado bovino, caprino, ovine Yy porcino en
todo el territorio nacional, as$ como la prevencién y control

de 1a enfermedad en el humano | ,,, ,

JUSTIFICACION:

La importancia del diagnéstico de la brucelosis en los
animales domésticos, radica en evitar las cusntiosas pérdidas
econémicas por: infertilidad, pérdida de becerros, repeticién
de caloras, muerte de animales, acortamiento del periodo de
lactacién, diseminacién de la enfermedad, asi como evitar 1la
zoonosis, Con respecto & los animales silvestres, es de suma
importancia controlar la enfermedad en éstos, ya sesn de vida
libre o de zoolégico, debido al peligro que representan en la
transmisién. de la enfermedead entre 1las poblaciones silvestres
a animales domésticos y al hombre; ademis de la importancia que
merecen las especies en peligro de extincién. Por todos 1los
motivos anteriormente expuestos, se considera necesario hacer un
estudio de las técnicas diagnésticas seroldgicas para conocer
su comportamiento en las diferentes especies animales y la
situacién que presenta esta enfermedad en los animales del

Zoolégico de Chapultepec de la Ciudad de México, La Campafia
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Nacional contra la brucelosis contempla la erradicacién de esta
enfermedad en los animales domésticos, pero no especifica el
control que deberd splicarse a 1os animales silvestres, en vida

libre o en zoolégicos.

OBJETIVOS:

1) Detectar la presencia de anticuerpos contra QAzucslla spp en
herviboros y carnivoros alojados en el Zoolégico de Chapultepec.
2) Conocer la utilidad de un inmunoensayc enzimético
competitivo disefiado para bovinos en el diagnéstico de brucelosis
eh animales silvestres y comparar los resultados con la pruebs de

Fijacién del Complemento y la prueba de Tarjeta.

MATERIAL ¥ METODO:

I.- Toma de muestras:

De la poblacién animal del Zoolégico de Chapultspec des la
Ciudad de México, se tomaron muestras de sangrze de vena
yugular de 94 herbivoros y de vena femoral de 61 carnivoros,

las cuales se centrifugaron para lograr la obtencién del

suerc que se colectd en tubos ependorf* y después se - gelsd a
-70 * C para su posterior uso. Las muestras fueron trabajadas en
el Departamento de Microbiclogia e Inmunologia de la FMVZ-UNAM y

en el CENID Microbiologia - SARH.
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iy/d tranquilizantes gque se

aplicaron - se

pecie y edad de los animales.

“Los ‘aneliééi'cc;'s y/o '!ttinquilizant-t se aplicaron por medic de

cdnipd de’ il.l‘yecckéh remota. Una vez anestesiados el Veterinario

. Lci icvlié y - tomé muestras de sangre en tubos vacutainer** sin

anticoagulante.

IV .- Animales muestreados:

T
CARNIVOROS | !
—— ]
ARTMAL JHEVBRAS | MACHOS _|TOTAL NOMBRE CIENTIFICT, [ ANESTES: %0 USALO
) T =
Leore s 1 [} ] hera lec
tigras [ B ta tigris tigria
Coron P 3 pes
Pantera AR ta_pardas
[Pumas {_ _* Trelis concolor
Locpards ) Atrera pardus
iince rojo :
Jaguar : El ]
Jagsarundy B
| S R
lPAndu g9igante 3
308 B 2

. Eperidott (‘safe - Lock ) Microcentrifuge tube 1.5 ml.

+* Vacutainer: (b’re:umo)



ANIMAL HEMBRAS MACHOS |TOTAL NOMBRE CIENTIFICO ANESTESICO USADO
A
Gamos 8 10 18 lGama gama Ketamina~-xilacina
|Venado sika 1 6 ICervus nipon Fetamiha-xilacina
Jicaca [ 1 Jiratfs camelopardalis Contensién fisica
Cebra 1 3 |Equus quagga boehmi Etorfina
Wapitl 4 7 [Cervus canadensis Etorfina
—
I9) SOVIDGS
Antilope Eland 3 5 Taurotragus orix Carfentani
[Antilope blackbuck 2 7 Antilope cervicapra Car: tani
Antilope nilgo [ 2 Boselaphus trogocamelus Cazfentani
Antilope acustico ] 2 Kobus ellipsiprimus defassa Carfentani
Muflones 4 12  Ovis ammon musimon Carf{entar.
Antilope fAu 2 3 Connochaetus taurinus Carfentan:
Antiulope sabie 3 ® _ |Hippotragus niger Carfantan
Bisontes 3 4 7 Bison bison Carfentan:
Yac 1 ] 1 [Bos mutus grunniens [Car £ [
ChELING
o3 3 7 (Camelus dromedarius tomidira
Llara 0 1 Llama glama Detomidina
Guanaco 0 2 Lams guanicoe Contensién fisica
)} FERISCBACTILON
AL negro 1 1 2 Dicerus bicornis Etorfina
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V. _ Pruebas de diagnéatico:
Las pruebas de diagndstico que se realizaron para brucelas lisas
fueront
A) .~ Pxusha do Fijacién del Cemplamente { FC' ) eon antigene deo
Asuenlla _shaxtus:
Ests prueba se realizé segun la técnica descrita por Alton ( , ),
Interpretacién de los resultadoss
- Una positividad de 1:4 se considera sospechoso.
- La positividad a partir de la dilucién 1 : 6 se considera como
muestra positiva.
Los sueros que presentaron actividad anticomplementaria se
trataron utilizando uno de los siguientes métodos
a) centrifugando los sueros a 6000 rpm, durante 5 minutos,
a una temperatura de 4 * C y se utiliza el scbrenadante del
suero.
b} haciendo la dilucién inicial de los sueros
anticomplementarios con solucién al 5% de albimina sérica bovina
fraccién 5 ® con smolucién al 5% de complemento en dilucién de
Kolmer | 5, , con incubacién a 37 ° C en bafio Maria, e
inactivacisén posterior durante 30 minutos a 58~60 * C en bafio
Maria. La inactivacién a temperatura de 60 ° C influye también
para la eliminacién de anticomplementariedad. Después continuar
la prueba seguin la técnica de Alton (2.
B) .~ Pzueba de Tarjeta con antigeno bufezade do 0. abaztus al
30 y 00 de csmoceatraciém aslular:
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Eata prueba se realizé con el antigeno a concentracidn celular
del 3 3 segun la técnica descrita por Diaz (v Y al 8 & aegun
- AMleon 2,
C) .= BLISA competitiva *: ( ELISA c}

d

ar anti

Disefiada para uso en bovinos, sirve para P
especiticos de B, abortus en suero © en plasma,
ademés de que puede diferenciar animales infectados, de animales
vacunados con la cepa 19,

TECNICA: Se realizé seglin el instructivo anexc del fabricante.

D) .= Prueba do Tarjeta eon antigeas bufezade do 5. aania.

Los sueros de los carnivoros ademias fueron analizados con las
prusbas para brucelas rugosas.

Las pruebas diagnésticas que se utilizaron parza brucelas
rugosas son: aglutinacién en placa con antigeno de 8. canis

amortiguado, tefiido con rosa de bengala con y sin mercaptoetanol

(33)

“Bsuanlls abortua antybody Test-kit = BD-tec. Szuoalla abeztus

Synbiotics Corporation.
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Esta prueba se realizé con el antigem‘:' a ‘cohcentzacié;n celular
del 3 3 segin la técnica descrita por Diaz (o) yales segin
Alton (5 ,
C) .~ BLISA cempetitiva *: ( ELISA c}
Disefiada para uso en bovinos, sirve para detectar anticuerpos
especificos de B._aboztus en suero ¢ en plasma,
ademiés de que puede diferenciar animales infectados, de animales
vacunados con la cepa 19.
TECNICA: Se realizd segun el instructivo anexo del fabricante.
D).~ Prusha de Tarjeta ocem antigens bufezade de A, sania.
Los suercs de los carnivoros ademas fueron analizados con las
pruebas para brucelas rugosas.
Las  pruebas diagnésticas que se utilizaron para brucelas
zugosas son: aglutinacién en placa con antigeno de B. canis

amortiguado, tefiido con rosa de bengala con y sin mercaptoetanol

(33) -

*Axusalla aboxtup antybody Test-kit BD-tec. Bzuoslla ahastus

Synbiotics Corporation,
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RESULTADOS :

Los resultados obtenidos en cada una de las pruebas serolégicas
realizadas : Fijacién del Complemento, Tarjeta y ELISA en los
animales herbivoros, se presentan en el cuadro numero 1; el nimero de
positivos y porcentaje para herbivoros, a la prusba de FC'
resultaron positivos : 1 cebzra, 1 dromedario, 2 venados, 3 antilopes
blackbuck y 3 muflones que corresponden al 10,63 % del total de los
animales herbivoros. Se presentd anticomplementarisdad en los
siguientes animales: 7 muflones,6 gamos, 4 dromedarios, 2 cebras, 2
antilopes, 2 yack y 1 bisonte, gque da como gesultado el 27.65 % de
los herbivoros. A la prueba de tarjeta al 3 ? resultaron positivos: 1
venado sika, 1 rinoceronte y 1 antilope fiu y 2 antilopes black buck
que corresponden al 5.31 %, Cuando se utilizé esta aprueba con
antigenc al 8 §, resultd positivo 1 antilope que da el 1.063 5 . No

se presentd ningin reactor positivo a la pruebs de ELISA.

Los resultados obtenidos en cada una de las pruebas serolégicas
realizadas a los carnivoros, que se muestrzan en el cuadro 2 , indican
que a la prueba de FC' , resultd positivo: 1 lobo canadiense macho a
la dilucién de 134 que corresponde al 1.64 ? del totral de los
carnivoros. A la prusba de tarjeta al 3 ? resultaron positivos: 1
jaguar y 1 oso que correponden al 3.12 8 y cuando se usbé al 8%
resultaron positivos: 1 leén, 1 lobo y 1 lince que dié el 4.69 &, sin
embargo a la prusba de ELISA no se presento ningun animal positivo.
Cuando se utilizé el antigeno para brucelas rugosas, resultaron

positivos: 1 lebn, 1 lobo y 1 lince que correaponden al 4.69 &, cabe
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seflalar que estos udltimos animales son los mismos que resultaron

positivos a la prueba de tarjeta al 6 8 .

En el cuad:ro nimero 3 se comparan los resultados positivos de las
pruebas serclégicas wutilizadas con la prueba de Fijacién de
Complemento, es importante hacer notar que el venado sika numero 14 ,
el antilope blackbuck nimero 57 , y el antilope blackbuck nimero 59,
son los unicos animales de los herbivoros que dieron resultados
positivo en dos pruebas: la de FC' y la de tarjeta al 3% . Cusndo se
utilizé la prueba de tarjeta al 6% solamente el antilope blackbuck
nimero 51 dio positivo, sin embargo en ninguna de las otras pruebas

resultd positivo.

A la prueba de ELISA, no se presenté ningin geactor positivo. En
el cuadro 3A, se muestra que en cuantc a los carnivoros, a la prueba
de FC' dio resultado positivo el lobo canadiense numero 150, pero en
las demas pruebas obtuvo resultados negativos, cuandc se utilizo la
prueba de tarjeta al 3% resultaron positivos la loba del &rtico nimero
128 y el lince rojo nimero 149, sin embargo a la prueba de tarjeta al
8%, a la prueba de FC', y a la prueba de ELISA resultaron negativos,
empero cuando se les realizé la prueba para brucelas rugosas dieron

resultado positivo,

El cuadzo nimero 4 nos muestra los porcentajes de los animales
positivos a& la prueba de FC', correspondiendo a 10 animales
hezrbivoros, lo que da el 10.64 % del total de los herbivoros y 1
animal positivo de los correspondientes a los carivoros, lo que da el

1,648 del total de éstos.
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El  nimero y porcentaje de animales positivos a la prueba de tarjeta
con antigeno de B, abgxtus al 3% y ¢ ¢ y el antigeno rugose de Af.

sanis utilizado en carnivoros se muestran en el cuadro S.

El total de los herbivoros ( 94 ) y de los carnivoros ( 61 )

dieron resultados negativos al ser probados por el ELISA competitivo.

Los animales que p aron tend de p a fueron 2
herbivoros ( 2.13 8 ) y 4 carnivoros ( 6.56% ) y estos se muestzan en

el cuadro nimero 6.

Como se puede cbservar en el cuadro 7 del total de 94 animales
herbSvoros, integrades por 16 especies diferentes, 26 aniwmales
presentaron el problema de anticomplementariedad, lo que da come
resultado el 27.65% de anticomplementarios paza los herbivoros, y que
de 61 animles carnivoros integrados por 13 espacies diferentes 0.19%

del total de estos presentaron la misma reaccién.
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DISCUSION:

En el campo del estudio de la brucelosis en animales silvestres
libres é en cautiverio, no se cuenta con los suficientes datos
bibliogrdficos que proporcionen informacién scbre técnicas de
diagnéstico y prevalencia de esta enfermedad y ademis, son pocos los
paises que realizan investigacién scbre este tema, dentro de estos
destacan, E.U, Argentina y algunos paises europeos como Espafa,
Rusia, Bulgaria e Irlanda; en estos paises las investigaciones se han
realizado en animales que se encuentran en vida salvaje y
recientemente en México se ha realizado investigacién con animles que
viven en cautiverio g, 25, 32, 35} .

La escasa existencia de bibliografia en este tema puede deberse a
la poca importancia que se le da a la fauna silvestre como probable
fuente de infeccién de brucelosis para los animales domésticos y el
hombre, México cuenta con la Campafia Nacional para la erradicacién de
la brucelosis en los animales domésticos, sin especificar el
tratamiento adecuado para los animales silvestres, por lo que se
decidio trabajar con las pruebas ya estabecidas para el diagnéatico de
las brucelas lisas, dichas pruebas son: FC', que es la prueba
confirmatoria para el diagnéstico de brucelosis, prueba de tarjeta con
antigeno de Brugella aboxtus en concentracién celular del 3% y 8 & ,
ademis, se utilizbé un inmunoensayo enz:imylyc’i;:o de tipo‘cowetitivo
diseflada especicamente para el diagnéstico:’;dé bxpcelosis en bovinos

16n .de las muestras

{ 9, 24, 4 ) + Otro problema impoz‘t‘a;it

de suero de animales silvestres por ‘el manej de,ésto’s,::- es posible que

ésta sea una de las causas de la atisencia. de. study ;‘en.“\és\‘:eitema.
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La literatura menciona las pruebas que han sido utilizadas en el
diagnéstico de brucelosis en fauna silvestre y éatas sont FC', prueba
de tarjeta, ELISA, rivanol, aglutinacién en tubo ( g, 25, 31, 232, 36 ).
El problema en el diagnéstico serolégico incluye reacciones de falsoa
positivos y de falsos negativos, los cuales, en el caso de loa
animales domésticos, pueden aparecer como resultado de la vacunacién o
por haber estado expuesato el animal a un antigeno de una cepa
virulenta de Bzucella spp, como puede ser el caso de los animales
silvestres. El aislamiento de la brucela a partir del animal, es el
unico método definitivo de diagnéstico (3 ) .

Los animales asjlvestres pueden estar involucrados en una

transmisién mecinica de la brucelosis y contaminar el material
alrededor de los centros de produccién, convirtiéndose en foco de
infeccién de esta enfermedad.
El rol de las diferentes especies de animales silvestres no ha sido
determinado en la transmisién del agente, Cheryl ( ¢ ), menciona que
algunas ratas son capaces de contraer la enfermedad y eliminar el
agente en orina y heces,

Para este trabajo, se utilizaron suercs de carnivoros y herbivoros
alojados en el Zoolégico de Chapultepec de la Ciudad de México, y
aprovechando la remodelacién de este, se manejé a los animalea para la
obtencién de muestras sanguineas y asi los problemas que se
enfrentaron fueron: manejo de anestésicos y contencién fisica, lo que
posiblemente influyé en una mala toma, ademés de no poder continuar
con la red fria en el - envio de laﬁ muait;a; al labarltofioi es

factible que ésto contribuyera a la contaminacién de lcs'yuezcs, le
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cual baf‘ecta un buen diagnéstice, como en el caso de la presencia de
resultados anticomplementarios en la prueba de FC'.

En este estudio, loa resultados para los herbivoros fuezon de 10
animales positivos a la prueba de FC*' , lo que coincide con lo
reportado por Viscaino | ;; ; quien encontro 2 ciervos positivos de un
total de 85 animales con la prueba de FC' y Cheryl (¢ , menclona
que de un total de 1165 wapitis fuercn positivos 307 a la prueba de
FC' ; Se encontraron 2 venados sika en este estudio, positivos a la
prueba de FC', Parés | ,; , menciona que de 74 venados cola blanca del
2o0légico de Chapultepec de la ciudad de México, el 100% gesultd
negativo en el afio de 1991 .

En este trabajo tambien se obtuvieron resultados positivos en 1 cebra
y 1 dromedario, siendo el Doctor Paul Nicoleti de la universidad de
Florida quien por comunicacién personal nos informo Que é1 ha
trabajado con eatos animales, cbteniendo resultados similares.

De los resultados obtenidos destaca que de €1 carnivoros, solo 1
loba canadiense resultd positiva a FC' con antigeno de BArucalla -
abogtua .

Randal | », ) en su estudios con lobos de Alaska encontrd, positivos
con la prueba de tarjeta con antigeno buferado y acidificado de
B..canls ( BAPA }, 1 lobo positivo de 67 a RBrucella canis. Davis et
al; 4 ,obtuvlezon una prevalencia de 18 % de 5. akgrtus, biotipo 1 en
ayeros de coyotes ,': f’? T;xal, Williams, | ;5 ) también reporta un alta
prevalencia de ‘.en;lut;on de coyotes { 94 de 423 ) y aunque en el

zoolégico de ‘chn;'m\lte_’pec, no se obtuvieron sueros de coyote, estos
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datos nos hacen pensar en la alta incidencia de esta cnfermednd en
cinidos salvajes.

Kenneth | ,; , experimentalmente, inoculé 2 lobos con Azucslla-suis
biotipo 4 y obtuve infeccién en ambos animales, lo que demuestra la
suceptibilidad de dichos animales a esta infeccién .

El el cuadro No. 5§ que corresponde a los resultados obtenidos a 1la
prueba de tarjeta, se obtuvo un total de 7 animales poaitivos cuando
el antigeno se uso al 3¢t y estos son 1 jaguar, 1 oso, 1 antilope flu,
2 antilopes black buck, 1 venado sika y 1 rinoceronte negro, cuando
el antigeno se uso al 8 % resultaron positivos: 1 antilope blackbuck,
1 ledn, 1 loba del Artico y 1 1lince rojo. De estos anirmales
positivos es importante hacer notar que el lobo numero 149 resulto
positivo a la prueba de tarjeta con antigeno al 3% y al 0%,

La prueba de tarjeta, es una prueba cualitaltiva y se usa
rutinariamente a concentracién del 8 8, sin embargo recientemente se
ha encontrado que en ovinos y caprinos, la concentzacién del antigeno
al 3 § aporta resultados més confiables al aumentar la sensibilidad,
esto puede explicarse por el fendmeno de equivalencia entre el
antigeno y el anticuerpo {9,

Williams ( 35, y al realizar la prueba de tarjeta en 54 coyotes de
Texas, obtuvo resultados positivos en 38 animales y Davis | 4 yen 1979,
menciona que en un trabajo realizado por Randhawa | g jo de un total
de 198 coyotes atrapados en el sur de Texas, 11 animales ( 5.6 & )
mostraron anticuerpos de krucela, ésto es una consecuencia normal ya

que los lobos y coyotes por sus hibitos alimenticios son susceptibles
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de infeccién al consumir carne de animales enfermos.

Szyfes ( ,, , en su estudio de 728 zorros, solo 173 resultaron
positivos a la prueba de aglutinacién en placa a partir de la
dilucién 1 3 25.

Randall 27 obtuvo a la prueba de de placa con antigeno buferado y
acidificado ( BAPA }, 1 lobo positivo de 82 animales esto e3 menor que
el 30 % reportado para los lobos de Siberia y ademéa estos datos son
silmilares a los nuestros ya que 1 de 3 lobos es positivo.

Un total de 26 herbivoros Yy 5 carnivoros resultaron
anticomplementarios por lo que se les trato con albumina de bovino al
5% y se les centrifugé, ain embargo k)3 sueros fueron
anticomplementarios posiblemente debido a la contaminacién de éstos.
En la bibliografia reasvisada para este trabajo, no se encontrd ningun
reporte de animales anticomplementarios.

En cuanto a los herbivoros, en este estudio, resultaron positivos a la
prueba de tarjeta al 3 %: 1 venado sika, 2 antilopes blackbuck, 1
antilope flu y 1 rinoceronte negro. Cheryl , ¢ yreporta que a esta
misma prueba de tarjeta: 1 wapiti y 1 venado sika resultaron
positivos, y que 1 jirafa, 1 antilope eland, 1 antilope acuatico
fueron ﬁolitivou a la prueba de tubo, estos resultados, coinciden con
los nuestros, ya que aunque en este trabajo no se realizé la
prueba de tubo, los porcentajes de los resultados son muy similares,

A pesar de que no se realizaron trabajos con mapaches ni con
zarigueyas, Randhawa | ,; ) reporta que a la prueba de tarijeta, 7

zarigleyas de 33,. fueron positivas, ésto da el 21.2 & y que 1 mapache
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de 11 que corresponde al 9.1% fueron positivos.

La ELISA competiiva utilizéda en este trabajo, ha mostrado g¢gran
eficacia en el diagnéstico de brucelosis en bovinos y bifalos en E.U.,
por lo que se quiso conocer como trabajaba con otras especies animales
y se obtuvierén resultados negatives, ésto se puede explicar por el
disefio de la prueba, en la cual se utilizé un epitops * 0O " del
lipopolisacarido de B, abogrtus para hacer un anticuerpo monoclonal que
pudiera competir con los anticuerpos producidos por los bovinos y
buifalos enfermos. La conclucion obtenida en la UNAM por el MV: Edgar
Alfonseca en cuanto a la ELISA diseflada por el Doctor Gary Adamas vy
colaboradozes de la universidad de Texas A. N. es que no todas las
especies animales son capaces de producir anticuerpos contra el
epitope " O * que es usado en el ensayo.

En platicas recientes con el Doctor Adams se concluyo que usando el
ensayo en bisonte, se obtuvieron resultados positivos, no siendo asi
en otzos animales herbivoros silvestres en los que se han realisado
eatudios. Esta informacién coincide con los resultas obtenidos en este
trabajo, ya que al probar con diferentyes especies de animales
silvestres estas no fueron capaces de detectar animales que resultaron
positivos a la prueba de Fijacién del complemento y tarijeta.

En la ELISA c, estos sueros se mostraron negatives, por 10 que se
puede deducir, que las demss especies animales no son capaces de
producir anticuerpos contra este épitope especifico por lo que no los
reconoce, esta informacién se obtuvo por comunicacién personal del

Doctor Gary Adams*,
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williams , 5c ) hs wutilizado otra ELISA para el diagnéstico de
Ba_abortus , comparéndolos con otros métodos serclégicos y obtuvo baja
sensibiliad en dicha prueba.

En la bibliografia consultada, la mayor parte de los animales que han
sido estudiados y en los cuales se han encontrado titulos de
anticuezpos contra brucela han sido herbivoros y dentzro de éstos,
destacan los rumiantes (¢, 5, 14, 16, 25 35 ),

En este trabajo se encontro, que la mayoris de los animales positivos
también corresponden a rumiantes. Bn vida silvestre, los rumiantes
salvajes como venado, bisén, wapiti y bufalo son una fuente potencial
de brucelosis tanto para 10s animales silvestres como para los
domésticos, y aunque se concluyé que la brucelosis se encuentra
presente en algunas especies de herbivoros y carnivoros del Zoologico
de Chapultepec, se desconoce el papel que juegan los animales
silvestres en el contagio de la bruceleosis al ser humano y a
otras especies.

La ingestidn de productos provenientes del aborto de animales
infectados, la contaminacién de alimento o agua con exudados,
placentas y fetos, puede ser probablemente el medio de diseminacién
para los animales silvestres, y mis comunmente para los caznivoros
como el coyote, que debido a sus habitos alimenticios se infecta y a
pesar de la contaminacién de los pastos con sus heces no es capaz de
producir infeccién; Existen algunas especies animales extemadamente
asusceptibles & la brucelosis como el alce, ya que 10 bacterias de
Brucella le producen la muerte por septicemia y los lemmings que

mueren al ser infectados por una sola bacteria * .
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES:

Realizar un nimero mis extenso de pruebas ademés de la confirmatoria
de FC y de tarjeta al 3 § y al & 3, pruebas con antigeno para
brucelas rugosas y ELISA; seria convenients contar con una bateria
de pruebas estandarizadas para el diagnéstico de brucelosis en
animales silvestres como las que que se hacen en otros paises como:
BAPA ( prueba con antigeno buferado y acidificado ) , cultivo,
zivanol, mercaptoetanol, PCR y absorbencia por espectofotometria o
proponer una serie de técnicas diagnésticas especificas para la fauna
silvestre, con lo cual se podria unificar la informacién de los
diferentes paises y se obtendrian mejores resultadeos comparativos
ademés de que se mejorarian las perspectivas de ataque.

También seria buena opcién al realizar sondeos en loa diferentes
goologicos, por lo menos una vez al aflo para detectar: portadores,
enfermos subclinicos, y evitar asi el contagic a otros animales y al
hombre ya sea por vacunacién o por eliminacién de los animales en las
especies que sea posible.

En lo que se refiere a los animales de nueva introduccién realizar
pruebas rigurosas para detectar ademhs de brucelosis otras zoonosis o
enfermedades infectocontagiosas de importancia tantc para los animales
silvestres como paza los animales domésticos y el hombre.

En este trabajo se concluyé que existen anticuerpos contra Srucalla
app en el 15.15 § de 195 165 animales muestreados en el Zooldgico de
Chapultepec por lo qﬁe el establecimiento de una prueba de ELISA

especifica para el diagnéstico de brucelosis en animales silvestres



seria de gran utilidad, ya que es una prueba répida y precisa y una
vez ya establecida y aunada a la prueba confirmatoria de FC' se
lograria ahorro de tiempo lo que repercute en el tratamiento Y
desecho de animales infectados cuando esto sea poaible, ya que en
fauna silvestres no aiempre es factible por el valor de los animales
debido al alto costo, al valor estimaltivo o para la preservacién de

la especie.

ESTA TESIS N0 DEBE
SAIR OF LA BISLIOECA
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