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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar mediante diversas prucbas
diagndsticas tanto oficiales como experimentales, si los anticuerpos que se presentan
son debidos a infeccidon o a vacunacidn en bovinos revacunados con dosis reducida
de cepa 19 de B. aborius y aislar el agente etioldgico para determinar la especie y el
biotipo. Se utilizaron 100 bovinos hembras de raza Holstein positivas a la prueba de
tarjeta (PT) para diagnostico de brucelosis, pertenecientes al Complejo
Agropecuario Industrial de Tizayuca (CAIT), en el Estado de Hidalgo, las vacas se
encontraban distribuidas en 25 establos, estando en diferentes estados de
produccidn. En el CAIT su programa de medicina preventiva de brucelosis , es el de
vacunar con cepa 19 de B. abortus con dosis clasica (1 x 10'® UFC/ml), para
becerras de 3-6 meses edad y revacunar con dosis reducida (3 x 10® UFC/2ml),
también de cepa 19 de B. abortus, a hembras de mas de 6 meses y adultas. Se
muestrearon 100 vacas positivas a PT para obtener suero y exudado vaginal. Solo de
90 vacas se obtuvo leche, por estar 10 de ellas en periodo seco. A los sueros se les
hicieron las pruebas de Fijacion del Complemento (FC), Rivanol (Rv) e
Inmunodifusion Radial con hapteno nativo de Brucella melitensis 16M (IDR). Las
muestras de leche y exudado vaginal se emplearon para el analisis bactericlégico a
fin de aislar y determinar el biotipo del agente etioldgico. Las muestras se sembraron
en medio selectivo de Farrell y se incubaron a 37°C, en atmésfera de 5-10 % de CO,
por 8 dias. A las colonias sospechosas se les realizaron las pruebas bioquimicas de:
oxidasa, ureasa, produccion de H,S, Citrato y TSI. Ademas de aglutinacién con
sueros monoespecificos, crecimiento en colorantes y fagotipificacion.(Th, Wv, [z y
R/C). Los resultados que se obtuvieron de la serologia fueron para FC 52%, Rv 87%
e IDR 74% de animales positivos (Cuadro 4). Se tomé a IDR, ya que en bovinos
esta prueba presenta una alta especificidad para diferenciar animales con infeccién
demostrada por aislamiento bacteriologico de los vacunados con cepa 19 de B.
abortus, por incluir el hapteno native (HN) en un gel donde se colocan las muestras
4 estudiar y si algin suero contiene anticuerpos frente al HN, se desarrolla un anillo
de precipitacion alrededor del pozo entre 2 y 6 horas, los anticuerpos ante el HN son
de clase IgG caracteristicos de infeccion (12). El 26% de las vacas fueron negativas
a IDR las cuales tenian diferentes tiempos posrevacunacidén. Los siguientes
resultados se agruparon por meses posrevacunacién (Pr), De t a 10 meses Pr de 10
vacas el 20 % fue positivo a FC y el 50 % fue positivo a Rv. De 11 a 20 meses Pr de
8 vacas el 25 % fue positivo a FC y el 75 % positivo a Rv. De 21 a 32 meses Pr de 7
vacas el 28.5% fue positivo a FC y el 71.4% a Rv. De 52-90 meses Pr de una vaca
el 100% fue positivo a FC y Rv (Cuadro 6). Se logro el aislamiento a partir de 10
muestras de leche obteniendo B. abortus biotipo 1. Se concluye que pasados 21
meses posrevacunacién todavia se detectan resultados positivos a las pruebas
oficiales y que la prucba de IDR es una herramienta diagnostica sencilla, practica y
eficaz para diferenciar animales infectados de vacunados, en lugares donde se aplica
la cepa 19 de B. aborius para el control de brucelosis.
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La brucelosis es una zoonosis muy importante y es una enfermedad
infecto-contagiosa de etiologia bacteriana que se encuentra distribuida
mundialimente, y se considera enzootica en México; ha sido diagnosticada en
todos los estados de la Republica Mexicana, representando un gran problema
econdémico para la ganaderia nacional y un riesgo considerable a la salud
piblica. La brucelosis recibe otros noinbres dependiendo la especie afectada,
como: Aborto contagioso o enfermedad de Bang en bovinos, epididimitis en
cameros, en equinos se asocia con cruz fistulosa o talpa y fiebre de Malta o
fiebre ondulante en el humano.

La enfermedad afecta a especies domésticas como: bovinos, ovinos,
caprinos, suinos, caninos y equinos, ademas, especies silvestres como:
ciervos, alces, yaks, camellos, bifalos, antilopes, la rata del desierto y
mamiferos marinos y como hospedero accidental el humano. Es causada por
varias especies del género Brucella: B. melitensis, B. abortus, B. suis. B.
canis, B. ovis, B, neotomae y B. maris, todas son bacteria Gram negativas,
parasitos intracetulares facultativos en células del sistema reticuloendotelial,
no fermentadoras, son oxidasa y ureasa positivos y reducen nitratos a nitritos.

La brucelosis afecta a animales de cualquier edad y sexo, produciendo
en hembras abortos, partos prematuros, crias débiles, retenciones placentarias,
endometritis, higromas del carpo e infertilidad en ambos sexos; mientras que
en los machos ocasiona inflamacion de glandulas anexas, orquitis y
epididimitis en ovinos principalmente. En humanos la enfermedad es
contraida a traves del consumo de lacteos o sus derivados no pasteurizados, o
bien por las actividades asociadas al contacto con animales o sus productos y
se trata de pastores, ordefiadores, carniceros, médicos veterinarios zootecnistas
y trabajadores de laboratorio.(5.6,19,24,39).

ANTECEDENTES HISTORICOS

l.a brucelosis humana en 1863 la descubrié Marston, quien registro
presencia de la enfermedad sufrida por otras personas y por ¢l mismo, durante
su estancia en el ejército britanico como cirujano en la isla de Malta.

En 1886 David Bruce descubre el agente causal de la fiebre de Malta,
denominandolo Micrococus melitensis  haciendo el aislamiento a partir de
muestras de bazo de personas enfermas, ya que se presentaron dificultades
anteriormente en la diferenciacion con la fiebre tifoidea y la malaria.




Posteriormente le dio el nombre de Brucella al microorganismo causante de la
enfermedad. En 1897, en Dinamarca el Dr. Bang descubre la etiologia de la
enfermedad en el bovino (enfermedad de Bang), la cual no se retacioné con Ia
enfermedad humana sino hasta 20 ainos después. Traum investigador
estadounidense, aislo Brucella suis de un feto prematuro en 1914.(18, 23, 27).

En México Placeres y Vergara en 1921 reportaron que habian aislado 5.
melitensis. En 1924 Ocaranza y Viarela observaron un caso de brucelosis en el
Distrito Federal. La cascada de casos inundo el pais y los pioneros en
investigar la enfermedad tuvieron que fundar un centro de brucelosis en
México, ¢l cual se fundd en el Hospital General teniendo como responsable al
Dr. Maximihano Ruiz Castaieda aportando valiosas herramientas para el
diagnéstico.(22).

La extension del padecimiento en nuestro pais ha sido gradual y en la
actualidad esta ampliamente diseminada. En 1970 se instituye oficialmente
una campaina Nacional, publiciandose 11 afios mas tarde en el Diario Oficial de
la Federacion (DOF). La campaiia tiene como antecedente regulador del
reglamento para la profilaxis de la brucelosis publicado en el DOF en 1942.
En Septiembre de 1993 lo reinicia la Comision Nacional para la Erradicacién
de la Tuberculosis Bovina y Brucelosis.(CONETB).

BRUCELOSIS EN MEXICO

La incidencia de la brucelosis en México a partir de 1946, tendio a
descender hasta 1976 y de ahi se aprecié un aumento hasta 1981. Los estados
con las tasas mas altas en 1992 fueron: Coahuila, Guanajuato, Nuevo Leon,
Querétaro, Sonora, Durango, Michoacén, Sinaloa y Tamaulipas.(37).

En el periodo de Enero - Octubre de 1997 se presentaron un total de
9399 focos de brucelosis y los estados que con mayor porcentaje de focos
infecciosos son: Sinaloa, Chiapas, Tamaulipas, Nayarit, Veracruz, Jalisco v
Aguascalientes (CONETB) .

En México existen unas 38 millones de cabezas de ganado bovino,
caprino y ovino que, en caso de no tener las medidas preventivas minimas, son
susceptibles de contraer la enfermedad. Ademas los cerdos, caballos, perros,
etc. pueden sufrir la enfermedad.




Se ha calculado que la brucelosis, tan sélo por problemas reproductivos,
representa para ta ganaderia nacional una pérdida de 22 millones de pesos
anuales, sin considerar las mermas en leche y los costos del tratamiento de
mfecciones secundarias.

La Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural, a través de
la Comision Nacional de Sanidad Agropecuaria, realiza una Campafia
Nacional contra Ia Brucelosis, cuyas actividades sustantivas son el muestreo
sanguineo de animales para determinar su estado de salud y la vacunacion
masiva de hembras para la prevencion de la enfermedad.

En el caso de la enfermedad en poblacion humana, la Secretaria de
Salud cuenta con el programa de prevencion y control de brucelosis, que se
circunscribe a la deteccion oportuna del padecimiento, tratamiento especifico
y actividades de educacion para la salud.

En salud publica durante el periodo que va de 1991 a 1997 se han
detectado unos 29 mil casos; sin embargo, esa cifra se considera inferior a la
realidad, en virtud de que la sintomatologia del padecimiento no es especifica
y puede ser facilmente confundida, pues se manifiesta con fiebre, sudoracion,
dotores musculares y articulares, inflamacién de ganglios, signos y sintomas
comunes a varias enfermedades.

Si el cuadro no es atendido oportunamente se desencadenan
complicaciones  graves, que pueden incluso causar la  muerte.
Lamentablemente, en el pais se registran cada afio unas 30 defunciones que
tienen como causa directa de muerte la brucelosis.

Indudablemente, la mejor herramienta para controlar y a mediano plazo
erradicar la enfermedad es la vacunacion de todas las hembras susceptibles de
contraerla. En ese sentido existe la meta de alcanzar una cobertura de 75 %
como minimo para el afio 2000 con el fin de lograr una inmunidad poblacional
o de hato que detenga la transmisién del padecimiento.

También es de vital importancia recomendar a la poblacién que, ante la
duda del origen de productos lacteos, no los consuma o bien, que adguiera
solo aquellos que hayan sudo elaborados con leche pasteurizada o sometida a
procesos de control sanitario .{ 19, 35, Jornada Febrero 1998, D.G.S.A)).




ETIOLOGIA

La infeccién es producida por microorganismos del género Brucella, de
forma bacilar o cocobacilar, Gram negativas siendo siete las especies de
bacterias, de las cuales son clasificadas como cepas lisas: B. melitensis con
tres biotipos, B. abortus, con nueve biotipos, B. suis, con cuatro biotipos y 8.
neotomae, y como cepas rugosas. 5. ovis y B. canis. Ademas de una nueva
especie aislada en mamiferos marinos. La especie bovina esta preferentemente
infectada por B. abortus pero es posible la infeccion por las otras especies.

Las brucetas son bacilos cocoides (0,6-1,5 um de longitud, 0,5-0,7 pm
de ancho), pequefios, Gram negativos, inmdviles, no esporulados, desprovistos
de capsula, habitualmente aislados y raramente dispuestos en pares y cadenas
cortas. Son catalasa positivos, oxidasa positivos (excepto B. ovis y B
neotomac), ureasa variables y reducen nitrato a nitrito. Son de exigencias
microaerofilicas (5-10% CO,). Son citrato negativo, el metabolismo es
principalmente oxidativo con escasa fermentacion de carbohidratos en medios
convencionales. La produccion de H,S es positiva, resistencia a la tionina y a
Ia fucsina basica ayudan a diferenciar las especies. La temperatura optima de
desarrollo es de 37°C y un pH optimo de 6.6 a 7.4. Las brucelas son parasitos
intracelulares facultativos en células del sistema reticuloendotelial y ocasionan
sintomatologia sistémica.

En el aislamiento primario las colonias de Brucella tienen de 0.5-1.5
mm de diametro y son convexas. Las colonias de las cepas rugosas (Rougth)
son de similar tamafio y forma a las colonias lisas pero varian
considerablemente en color y textura., son usualmente menos transparentes
que las colonias lisas. Las colonias lisas (Smooth) son similares a las rugosas
en color y opacidad pero tienen una textura pegajosa. (9,18, 19, 20, 24, 27, 29,
38, 41, 44).

ESTRUCTURA ANTIGENICA DEL GENERO Brucella

Las brucelas son bacterias Gram negativas, constan de una envoltura
celular que rodea al citoplasma, constituida por una membrana interna
(citoplasmatica) y una externa, y el espacio comprendido entre ambas es
denominado periplasma ocupado por algunas proteinas solubles y un polimero
glucopeptidico (mureina o peptidoglicano} que en estado de gel se dispone
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rodeando a toda la membrana interna a modo de saculo. La parte exterior de la
membrana externa es la Gnica parte de la bacteria que se encuentra en contacto
con el medio ambiente y contiene distribuidos asimétricamente Fosfolipidos,
Proteinas y un Lipopolisacarido (LPS). Esta informacion es importante para
comprender el significado de los distintos antigenos en el diagnostico y
proteccion vacunat.

La estructura antigénica de las brucelas consta de dos antigenos
dominantes en las cepas lisas, los cuales estan contenidos en el LPS y se
conocen como antigenos A y M, se ha sefialado que los antigenos A y M estan
compuestos de glucosa, glucosamina, galactosa y acidos hexaurduicos que se.
De B. ahortus y B. melitensis la proporcion del antigeno A ‘M es de 20:1 y
1:20 respectivamente.

El LPS es una macromulécula, es el antigeno inmunodominante de la
superficie de las brucelas, esta constituido de una parte lipidica (lipide A),
insertada en la menbrana externa y por tanto no expuesta, y una cadena O que
es la parte polisacarida (la perosamina que es un azicar es el constituyente
principal de la cadena O) dirigida hacia el exterior siendo el antigeno
inmunodomtnante en las especies lisas y una regién central o nucleo que es
un oligosacarido que sirve de union eatre el lipido A y la cadena O. El LPS
posee determinantes antigénicos de las reacciones cruzadas con otros Gram
negativos. La cadena O es la responsable de ias reaccicnes cruzadas con
Yersinia enterocolitica serotipo 9. Escherichia coli serotipos 0:157, 0:116 y
0117 y Vibrio cholerae.

La sintesis del LPS tiene lugar en el citoplasma, por lo que en el
citoplasma podemos encontrar precursores del LPS desprovistos de su
componente lipidico, que no son Inmunogénicos pero reaccionan con
anticuerpos especificos anti-LPS y son conocidos como haptenos nativaos.

El analisis electroforético del LPS preparado a partir de cepas lisas,
permite la identificacion de un segundo componente de naturaleza
exclusivamente polisicarida. Este componente fue originalmente llamado
segundo polisacarido o polisacarido B (poly-B), pero por representar con toda
certeza el equivalente en el género Brucella de los haptenos nativos de otras
bacterias Gram negativas, actualmente con preferencia se denomina hapteno
nativo (HN).

Proteinas y lipidos: Las envolturas celulares del género Brucella estan
formadas de fosfolipidos siendo el fosfolipido mayoritario el
fosfotidiletanolamina y la cardiolipina, aun cuando los fosfolipidos no son
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antigénicos por si mismos, es posible que modulen la respuesta inmune. En
general , la composicion proteica de la membrana externa parece ser mas
compleja en el género Brucella | tres grupos de proteinas principales han sido
identificadas: et 1,2y 3 (11,12,25,27).

Las cepas de Brucella muestran el tipo de disociacion clasico de liso a
rugoso. La mutacion Smooth - Rough (cepas lisas y rugosas S —R) se
acompafia de una perdida de la virulencia, tendencia a la aglutinacion
espontanea y disminucion de antigenos que estimulan aglutininas especificas
para cepas lisas. La cepa 19 de B ahortus, un mutante intermedio, es
inmunogena a pesar de su avirulencia para el ganado y virulencia para el
humano. Taxondmicamente, las especies de ARrucella no guardan estrecha
relacion entre ellas. Sin embargo, todas son homogéneas segin las
proporciones de las bases del acido nucleico y la homologia del DNA (12, 13,
206, 28, 39).

EPIZOOTIOLOGIA

La brucelosis esta ampliamente distribuida y posee enorme importancia
por las pérdidas econdmicas que produce en casi todo el mundo,
principalmente por descenso de la produccion lechera a causa de los abortos,
la infertilidad, retenciones placentarias y como secuela, muertes por metritis
aguda,

La incidencia varia considerablemente segiin los hatos, regiones y
paises como en el continente Africano, Asidtico y centro de Sudamérica,
algunas regiones de Europa, Australia, Nueva Zelanda, Canada v en los
Estados Unidos se encuentra en 14 estados y los 36 restantes son considerados
como libres de brucelosis. La perspectiva sigue siendo promisoria para lograr
la erradicacion de la brucelosis en el ganado para 1998 en E.U.A., pero se
necesita una actividad contintia para prevenir la recurrencia y esa sera la meta
critica.

La epizootiologia de la brucelosis es compleja y esta influenciada por
numerosas variables que difieren segiin las 4reas geograficas y segun las
técnicas de manejo. (16,23,28,31,36,44)

TRANSMISION

La transmision se presenta en forma honzontal o vertical, esto es: en la
transimision horizontal, un individuo infectado va a eliminar bactenias, las




cuales a su vez encontraran nuevos hospederos. De esta manera un individuo
podra infectarse por contacto directo.

En la transmision vertical, la enfermedad se transmite de padres a hijos,
en donde las terneras pueden adquirir la infeccién in dtero. Por ingestion de
leche contaminada en donde se efimina la bacteria de forma intermitente. Un
pequefio nimero al rededor del 3% permanecen infectadas. Generalmente
estos animales son seronegativos hasta la primera gestacion. Los factores que
influyen en la latencia son desconocidos todavia.

Las vias de infeccion mdas comunes son las mucosas digestivas y
genitales (en la vaca y la cerda por contagio del toro y el verraco
respectivamente). Como Brucella es sumamente infecciosa penetra al cuerpo
por: ingestion de alimentos, agua y leche contaminados con exudados
uterinos, orina o heces de un animal infectado, por monta o inseminacién
artificial de machos infectados y penetracion a través de piel lesionada.

La piel es un drgano que al estar en contacto estrecho con el exterior,
representa una importante via de entrada para microorganismos. Si bien no es
facil que la bacteria se establezca en su superficie, debido a diferentes
mecanismos como son: los anatomofisioldgicos, por medio de la descamacion
epiteltal, los bioldgicos, flora normal y bioquimicos, como son los
componentes del sudor, todos aquellos de accion inespecifica, si es frecuente
que a través de ella penetren microorganismos a tejidos mas profundos. La
Brucella tiene la capacidad de atravesar la piel intacta, pero es mas factible
que la penetracidn se realice cuando la piel se encuentra bajo stress como ;
exceso de humedad o cuando estad lesionada penetrando la bacteria por
laceraciones o heridas (19, 28, 38, 39).

La brucelosis bovina casi siempre se origina en condiciones naturales
tras la ingestion de Brucella abortus que ha sido eliminada por las vacas
infectadas. Otros métodos de infeccion demostrados o sospechosos son : la
inhalacién, y la exposicion conjuntival, inoculacion intramamaria o
intrauterina (via congénita).

El periodo ante la exposicion a B. ahortus y la aparicion de respuestas
clinicas o serologicas es muy wvariable siendo de 53 a 251 dias
(Thomsen1982); estando influenciado por la gestacion, niimero y virulencia de
las bacterias, edad, vacunaciones previas y quizd algunos otros
factores.(13,15,25,26,27.42)




La existencia de arroyos, charcas o abrevaderos comunes aumenta el
contacto entre amimales y por tanto el riesgo de contagio. Este tipo de
transmision parece mas importante que la producida por la ingestion de agua.
Por fomites; es decir, por objetos inanimados que hayan estado en contacto
con el enfermo y el microorganismo sea capaz de sobrevivir en ese objeto.
También ocurre a través de vectores, los cuales son organismos vivos capaces
de transmitir la enfermedad sin que ellos 1a sufran.

Las bacterias de género Brucella permanecen viables en orina , leche,
agua y corrales humedos por periodos hasta de cuatro meses, sobreviviendo a
la congelacion y a la descongelacion, aunque no a las temperaturas de
pasteurizacion o calentamiento mayor a 60"C por lapsos de {0 min_; son muy
sensibles a los desinfectantes ordinarios y heces secas mueren en un dia. bajo
condiciones de humedad sobreviven hasta por 75 dias. En membranas fetales
persisten hasta por 4 meses y en leche fresca y fria logran mantenerse viables
por varias semanas. La acidificacion de la leche las inactiva, pero se conservan
hasta por 30 dias en mantequilla y quesos elaborados con cuajo. Entre los
desinfectantes con una mayor efectividad frente a las brucelas se pueden
mencionar el fenol, el cloro y el formaldehido. Los anttbidticos con mayor
actividad contra las brucelas son eritromicina, estreptomicina y las
tetraciclinas.(19,23,28,39).

PATOGENIA

La bacteria ingresa al organismo por distintas vias. El sistema digestivo
esta expuesto a estos microorganismos que son ingeridos junto con el agua o
altmentos, el sistema respiratorio, es via de entrada para bacterias patdgenas
que se encuentran en aerosoles producidos en la nasofaringe, la boca, durante
ta respiracion asi como los producidos durante el aborto o el parto. La piel es
importante en la entrada del inicroorganismo cuando presenta heridas.
Existen otras vias de entrada al organismo, menos frecuentes que las ya
mencionadas y son: el tracto genitourinario y la conjuntiva ocular. Sin
embargo, para que se produzca una enfermedad infecciosa es necesario contar
con un hospedero sensible, en el cual existan las condiciones para el
establecimiento del microorganismo.

La capacidad de transmision a las vacas susceptibles esta relacionada
con el numero de bacterias excretadas en el momento del parto o aborto y cesa
cuando desaparece la excrecion de bacterias por los fluidos producidos en el
~ postparto. La vaca es considerada como no infectante hasta partos posteriores.

Las vacas inmaduras sexualmente son altamente resistentes a 5. ahortus
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y la susceptibilidad aumenta con el desarrollo sexual y con la gestacion. El
grado de infeccion es mas alto en la época final de la primera gestacion que ha
seguido a la exposicidn del animal a la bacteria.(6,14,24,28)

La relacion hospedero- parasito es muy compleja ya que el periodo de
incubacion es variable y esta influenciado por la gestacién, nimero y
virulencia de las bacterias, edad y vacunaciones previas. Ademas hoy se sabe
que las especies de Brucella no son especificas de especie, por lo que una
misma especie puede infectar a otras siendo importante desde el punto de vista
epidemioldgico y para la transmision al hombre. (Cuadrol).

La bacteria al entrar en e! organismo es facilmente fagocitada por los
macrofagos pero resiste la destruccion celular, por lo tanto permanece a salvo
de los mecanismos de defensa por largos periodos pudiéndose multiplicar
dentro del fagocito ya que es un parasito facultativo y que puede vivir intra o
extracelularmente y estar protegida de los mecanismos de defensa del
hospedero.

La virulencia de las brucelas puede variar segtin la especie animal. Los
factores de virulencia localizados en la pared celular desarrollan actividad
antileucocitaria. Confieren proteccion contra el poder bactericida intracelular y
hacen posible la supervivencia, asi como la multiplicacién, en leucocitos y
macréfagos.(20).

A continuacion se describen los principales mecanismos que utiliza la

bacteria para invadir al hospedero, asi como sus toxinas.

Cuadrol
Reservorios animales de las especies de Brucella

Especie | Aislamiento original | Otros reservorios en que se ha
encontrado.
B. melitensis Cabras Vacas, cerdos, borregos, caballos,
perros y humano.
B. aborius Vacas Cabras, borregos, cerdos, caballos,
perros y humano.
B. suis Cerdos Vacas, caballos, borregos, perros y
humano.
B. canis Perros humano.
B. ovis Borregos
B. neotomae Rata del desierto

{INDRIZSAGAR, 1996)




MECANISMOS ANTIFAGOCITICOS

Existen diferentes formas en que las bacterias puden evitar el ser
fagocitadas por las células especializadas del organismo, como son los
polimorfonucleares (PMN vy los macrofagos. Los mecanismos antifagociticos
pueden ser superados por el organismo debido al fendmeno de opsontzacion,
Este mecanismo consiste en la ayuda a fagocitar que presenta principalmente
los anticuerpos y la fraccton C3 de complemento. Los macrofagos y PMN,
tienen en su superficie receptores especificos para la fraccion Fc de los
anticuerpos 1gG e [gM, asi como para la fraccidn C; del complemento. Debido
a esto, los microorganismos una vez unidos a los anticuerpos o cubiertos por
la fraccién C; del complemento facilmente fagocitadas.

Sobrevivencia a fagocitosis . Las brucelas permanecen largo tiempo, en
forma intracelular, protegida del ataque directo de algunos compomentes del
sistema inmunologico. Algunos de los mecanismos por los cuales esta
bacterias sobreviven a la fagocitosis son :

a) Bloqueo de la unién entre el lisosoma y el fagosoma, evitando la
formacion del fagolisosoma, el cual es el organelo celular donde la
particula fagocitada es digerida si esto sucede la bacteria podra
seguir multiplicandoce en forma intracelular.

b) La bacteria fagocitada puede escapar de fagosoma.

c¢) Resistencia a la accion de la enzimas contenidas en los lisosomas.

Produccién de enzimas extracelulares. La produccién de enzimas
extracelulares es mecanismo de virulencia importante que facilita la
invasividad, como: hialuronidasa, coagulasa, fibrinolisina, colagenasa v
proteasas.

Citoadherencia. La bacteria una vez que logro pasar las primeras barreras de
defensa de hospedero, deben adherirse las células epiteliales. Una vez
adheridas, estas podran podran y producir dafio por el mecanismo de invacion
intracelular.

Endotoxinas. Las endotoxinas forman parte de la paredcelular de las bacterias
Gram negativas, estando principalmente constituidas por el lipopolisacarido
(LPS), el cual esta formado por el lipido A responsable de la toxicidad, y por
polisacaridos responsables de la antigenicidad. El aborto es un gjemplo de la
accion de la endotoxina en la infeccion por Brucella ahortus (40).
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TIPOS DE INFECCION

Las bacterias tienen afinidad por los érganos reproductivos de la
hembra y el macho, también se alojan en otros lugares como: ganglios
linfaticos que drenen la zona, ganglios linfaticos mamarios, bazo, capsula y
bolsas articulares y la glandula mamaria, siendo excretadas en grandes
cantidades. (6,12,24).

AGUDA

En la forma aguda, el utero es invadido aproximadamente a mitad de
gestacion. Las bacterias colonizan el tejido conjuntivo del alantocorion y
penetran en los vasos sanguineos fetales, ya que se da la produccién de un
carbohidrato, el eritritol, que es producido por el feto y estimula el crecimiento
de B. ahortus, este existe de manera natural en maximas concentraciones en la
placenta y los liquidos fetales. Los polimorfonucleares se acumulan
intersticialmente, produciéndose una secrecién purulenta, Los macréfagos
llenos de bacterias son eliminados por las secreciones uterinas. El aborto se
produce debido al deterioro de la circulacion fetal como resultado de la
infeccion de ta placenta y como consecuencia de las endotoxinas de Brucella,
produciéndose después del quinto mes de gestacién. Esto ha podido ser
comprobado experimentalmente al inocular endotoxina, via intravenosa a
cuyes © Intraperitoneal a ratas y conejas gestantes produciéndose
invariablemente el aborto.

Los fetos abortados estan edematosos y en las cavidades toracica y
abdominal tienen fluidos serosanguinolentos, presentan bronconeumonia lo
que indica una diseminacion hematogéna en el feto, mas que por aspiracion de
liquidos fetales contaminados. La placenta esta edematosa vy tiene lesiones de
inflamacion y necrosis. Los cotiledones tienen aspecto palido y granuloso. El
corion aparece engrosado.

En hembras gestantes no vacunadas, altamente susceptibles, el signo
principat es el aborto. en gestaciones sucesivas suele llegar a término el feto,
aunque se registran casos de dos y tres abortos en las misma vaca. Son
secuelas frecuentes del aborto la retencion de placenta y la metritis.

Deben considerarse sospechosas las lesiones de tipo higromatoso, sobre
todo en rodillas. Hay informes de artritis no supurativa de la articulacién
femoro- tibio- rotuliana en bovinos jovenes de hatos libres de brucelosis que
habian sido vacunados con vacuna de cepa 19 de B. ahorus (6,7,24,28).
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CRONICA

En la forma cronica de la enfertnedad, la bactena vive intracelularmente
por lo que el individuo se convierte en portador y permanecen infectados a
pesar de que clinicamente no presenten signos, los cuales se desencadenan con
la gestacion o inmunosupresion del animal.(6,14).

En machos bovinos, el escroto puede awmentar de tamarno.
Habitualmente se aprecia una epididimitis unilateral. La tanica vaginal esta
engrosada debido a fibrosis del tejido conjuntivo. En equinos, la presencia de
B. abortus suele coincidir con la aparicion de tumefacciones bursatiles
cronicas en el cuello y la cruz o cojera intermitente causada por la bolsa del
navicular. En verracos se produce orquitis, en carneros epididimitis y en
perros epididimitis, periorquitis y prostatitis. (19,26,27,28.41).

INMUNOLOGIA DE LA BRUCELOSIS

En bovinos, la diferencia entre el éxito o el fracaso de muchas
explotaciones, esta dada por el grado de inmunidad del hato y de la capacidad
de los expertos responsables de mantener la salud de los animales, mediante el
diagnostico, su utilizacion en la vigilancia epizootiologica y el adecuado
aprovechamiento y manipulacion de sus capacidades inmunologicas para la
prevencion de enfermedades infectocontagiosas. (16).

El sistema inmune representa el medio para que los organismos puedan
protegerse del efecto de las sustancia extrafias, reconocerias y en su caso,
eliminarlas o metabolizarlas. Los mecanismos de proteccion de los bovinos
contra las enfermedades infecciosas son amplios y variados. Comprenden la
interaccion de iones, moléculas, células y tejidos especializados en la
induccion, regulacion y expresion de la respuesta inmune.

La proteccion de los individuos contra enfermedades infecciosas es
resuitado de la accion sinérgica de los mecanismos inespecificos y
mecanismos especificos de defensa.

MECANISMOS INESPECIFICOS

Dentro de los mecanismos inespecificos se incluyen las barreras
anatémicas, piel, por su integridad, pH é4cido, la accién germicida de acidos
grasos, la flora normal, la descamacion y el sudor y faneras. En el tracto
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respiratorio, tencmos los cornetes, el reflejo tusigeno y del estornudo, la
secrecion del moco rico en lizosima, la flora normal, el aparato muco ciliar y
la presencia de macrofagos alveolares. El tracto digestivo a través del epitelio
estratificado que recubre la cavidad oral, la presencia de la lizosima, el favado
constante de la saliva y la flora normal, en el estdmago el pH acido, el reflejo
del vomito, la flora normal y a nivel intestinal el pH alcalino y el
peristaltismo. En ¢l tracto genitourinario, el lavado continio de orina , 1a flora
normal vy la lizosima de sus secreciones. Los mecanismos de la conjuntiva son
el lavado por la lagrima y la lizosima.

MECANISMOS ESPECIFICOS

Los mecanismos especificos estan dados por el sistema inmune. Como
mecanismos especificos entendemos la respuesta del organismo al estimuto de
un agente infeccioso, el cual se comporta en este caso como antigeno, por lo
cual el sistema inmunclogico del hospedero lo reconoce como extrafia y
reacciona contra él, siendo esta reaccion especifica ya que al entrar otro agente
infeccioso antipénicamente diferente, el hospedero establece una nueva
respuesta contra este nuevo agente. (7,26,28,32,40,43,44).

La inmunidad contra las infecciones de Brucella es extremadamente
compleja debido a la diversidad de factores de virulencia utilizados por la
bacteria para incrementar su supervivencia.

La respuesta inmunoldgica es una secuencia de procesos compleja y
regulada, en el cual intervienen varios tipo de células. Se divide esta respuesta
en: respuesta humoral y respuesta celular.

RESPUESTA HUMORAL

La respuesta humoral esta dada por linfocitos B, que al ser estimulados
por el antigeno se transforman en células plasmaticas que se encargan de
producir anticuerpos. Asi mismo los linfocitos B se transforman en células de
memoria para la proteccion del hospedero en reinfecciones por el mismo
agente.

La brucelas tienen una estructura antigénica compleja; entre los
antigenos mas importantes estdn el LPS, el HN, el poly-B, proteinas
citoplasmaticas y de membrana externa.. Por su localizacion en la superficie
de la célula y su inmunogenisidad, el LPS es el primer antigeno frente al que
aparecen anticuerpos (IgM e 1gG) tanto en la infeccidn como en la
vacunacion.
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El HN se comporta de manera diferente que el LPS, pues al menos en
animales de experimentacion, la aparicion de anticuerpos precipitantes
depende de su intensidad del estimulo antigénico (dosis infectante vy
virulencia). La vacunacidn con cepa 19 en terneras menores de 6 meses induce
anticuerpos frente al HN, los cuales desaparecen antes de la edad adulta. Por el
contrario fa infeccion natural si lo hace, posiblemente por la multiplicacion
activa de la cepa virulenta causande un estimulo antigénico mas intenso y
prolongado, proporcionando asi el método mas especifico para diferenciar
animales infectados de vacunados con cepa 19.

En los bovinos la aparicién de anticuerpos anti-proteinas solubles es, en
relacion con el LPS, tardia y no existe una correlacion entre ambos tipos de
anticuerpos. Esta observacion indica que los anticuerpos anti-proteina soluble
son, en brucelosis antinal sefial de una infeccion avanzada.(12,26,40).

RESPUESTA CELULAR

El hecho de que Brucella spp es un parasito intracelular facultativo:
tiene la propiedad de evitar los sistemas de defensa de los hospederos. Esta
bacterias inducen una inmunidad mediada por células T (linfocitos tipo T
divididos en varios subgrupos con diferentes funciones), de manera que los
anticuerpos séricos y el complemento o puede hacerles dafio y los
polimorfonucleares no los pueden reconocer.

Los linfocitos T sensibilizados y macréfagos activados es el factor
fundamental para la inmunidad. Los antigenos de brucela se expresan en la
superficie de los macréfagos, después de que se procesan los antigenos, junto
con productos del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). En esta
configuracion los macrofagos interactian con linfocitos T para producir
factores activadores de macrofagos. Se requiere esta serie compleja de
procesos para la expresion de inmunidad efectiva contra patdgenos
intracefulares como brucela.

Esto requiere el desarrollo de un anticuerpo, que pueda incrementar la
muerte por su propiedad opsonica o fijadora del complemento, o bien de la
inmunidad celular que pueda desencadenar la actividad microbicida de los
macrofagos.(10,12,26,27 41).

La respuesta inmunoldgica al entrar la brucela (antigeno) al organismo,
esta es captada, procesada y presentada por células especializadas que se
llaman células presentadoras de antigeno, lo anterior es debido a que las
células T solo reconocen inmunégenos que estan unidos al complejo mayor de
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histocompitibilidad (CMH), el cual se encuentra en la superficie de las células.

Cantidades pequeiias del antigeno lo expresan en su superficie, de
manera que pueda ser reconocido por los linficitos T cooperadores especificos
para este antigeno. Las células T cooperadoras también se activan y
promueven la activacion de otros tipos de linfocitos, como son las células B o
también los linfocitos T citotoxicos. Durante las diferentes etapas de la
respuesta inmunitaria, los linfocitos y las células presentadoras de antigeno se
comunican entre si, interactuando en forma simultanea con otros tipos de
células o con componentes del complemento lo que origina la activacion de
fagocitos.

RESPUESTA HUMORAL EN EL CONTEXTO INFECCION-
VACUNACION.

La eleccién de una prueba serologica para ser aplicada al diagnastico es
necesario tener en cuenta frente a que antigeno queremos detectar anticuerpos.
Sin embargo esta informacién seria incompleta si no consideraramos también
que clase de inmunoglobulina (IgM, [gG o IgA) o subclase interesa
determiinar. Tanto en los animales infectados como en los vacunados con cepa
19 la respuesta humoral incluye la sintesis de anticuerpos de las clases IgM e
1gG, sin embargo en la vacunacion el nivel de anticuerpos cae rapidamente de
tal manera que a los 6 meses no se encuentra IgG; y solamente persisten bajos
niveles de IgM e IgG,. En contraste con los animales infectados persisten
despiles de 6 meses altos niveles de IgG, e [gG,. Aunque algunos estudios
indican que mientras que la infeccion y vacunacion estimulan la aparicion de
IgM e I[gG frente al LPS, los anticuerpos frente al HN y proteinas
citoplasmaticas son 1gG.(12).

DIAGNOSTICO

Para el diagnostico de cualquier enfermedad el procedimiento debe ser:
de ficil realizacidn, identificar a todos los animales reactores y poder
diferenciar entre los amumales vacunados de los infectados. En brucelosis
existe gran cantidad de pruebas diagnosticas, sin embargo, existe la necesidad
de desarrollar investigaciones con el afan de incrementar la eficiencia de las
técnicas de laboratorio.
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Debido al caracter cronico de este padecimiento y el hecho de que los
animales pueden estar eliminando al microorganismo en diversas secreciones,
ain en ausencia de signos clinicos aparentes, es necesario recurrir al
{aboratorio para establecer el diagndstico oportunamente

En la actualidad el diagnostico tnequivoco de la brucelosis bovina es el
método directo, el cual consiste en el aislamiento ¢ identificacion del agente
etiologico a partir de leche, exudados vaginales y tejidos animales. Sin
embargo no siempre es posible aislar la bacteria de los animales vivos. en la
practica y sobre todo en las campaias de erradicacion, se realiza el diagnostico
mediante métodos indirectos, basados en la demostracion de una respuesta
inmune frente a antigenos especificos de Brucella. Hay que considerar que 5.
abortus es una bacteria intracelular facultativa, capaz de reproducirse tanto
extracelularmente como en el interior de los macrofagos y por ello en la
respuesta inmune  intervienen tanto  mecanismos humorales como
celulares.(7,10,18,26).

SEROLOGIA

El objetivo de las pruebas serolégicas no es solo identificar a los
~animales que han estado en contacto con el antigeno. Es preciso poder
diferenciar los animales que han sido vacunados y estan sanos de aquellos que
habiendo sido vacunados o no estan infectados. Esto es debido a que la
vacunacién no protege al cien por ciento de los animales. La Campaiia
Nacional para la Erradicacion de la brucelosis contempla diferentes pruebas
como oficiales (Cuadro 2). Por lo tanto fa prueba serologica tdeal seria
aquella que fuese capaz de diferenciar entre aninales infectados de vacunados,
simple de realizar y proporcionar los resultados con rapidez
repetibitidad.(10,28).

La diferenciacién entre infectados y vacunados se realiza interpretando ias
pruebas serologicas en funcion del tipo de inmunoglobulina, el antigeno
empleado y el estado del animal.

De las pruebas seroldgicas empieadas tenemos:

Prueba de tarjeta (PT) o card test. Es utilizada como prueba tamiz o
de “screeming”. En la PT la estructura frente a la cual reaccionan los
anticuerpos es el LPS y la clase de inmunogiobulinas que intervienen son las
lgM e IgG,. En bovinos la PT ha sido evaluada por diversos autores (1,10 ) y
se ha demostrado que es la prueba nas sencilla y sensible (100%) por lo que
no presenta falsos negativos, pero también es la que menos capacidad tiene
para diferenciar animates infectados de vacunados con cepa 19 de B. ahortus.
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Por estas razones, ain siendo la prueba tamiz Optima, ha de ser
complementada con una prueba posterior confirmatoria en los casos de
positividad, ya que presenta alrededor de 32% de falsos positivos.(7,12,41).

Cuadro2
Pruebas oficiales para el diagndstico de brucelosis.
Brucelosis por especies lisas (B. abortus, B. melitensis y B. suis)

Prueba Muestra Especie
Prueba de tarjeta Suero Bovinos, caprinos y ovinos
Prueba de rivanol Suero Bovinos
Prueba de fijacion del
complemento Suero Bovino, caprinos y ovinos
Prueba de anillo en leche  Leche Bovinos y caprinos.

Brucelosis por B. ovis
Doble inmunodifusion

en gel Suero Ovinos
Prueba de fijacién del
complemento Suero Ovinos

INDRE/SAGAR 1996 Norma Oficial Mexicana NOM-(4 1 Z0OO- 1993,

Prueba del anillo en leche o “Ring test”. Esta ha sido y es
ampliamente utilizada para detectar hatos infectados, empleandose para estos
casos una muestra representativa de la mezcla de la leche de todos los
animales del hato. Con esta técnica es posible identificar el 88% de los hatos
donde existen animales infectados. El empleo de la prueba de anillo en leche
no ha sido recomendada como prueba de diagnéstico individual debido a que
existen animales infectados, pero resultan negativos a la prueba. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que hay animales con infecciones localizadas en ubre,
y en los que en su suero sanguineo no se pueden demostrar anticuerpos
especificos. Estos animales eliminan brucelas en leche y en ellos la prueba es
positiva. En esta prueba los anticuerpos que intervienen parece ser que
pertenecen a las clases IgA e IgM, mientras que el papel de las [gM no esta
aclarado. Como se emplean suspenciones celulares enteras, dichos anticuerpos
reaccionan con el LPS.(12.25).

Fijacion del Complemento (FC). La FC es de las pruebas
confirmatorias mas utilizada, sin embargo es laboriosa se recomienda en
animales positivos a la PT, para confirmar el diagnostico, la prueba identifica
IgM e IgG, especificas anti - LPS de Brucella. Por detectar 1gM vy ser el LPS
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el antigeno responsable de la reaccion, la FC no sirve para diferenciar los
animales infectados de los vacunados recientemente con cepa 19 de B.
abortus. La prueba se reporta como positiva con el titulo correspondiente a la
mayor dilucion, cuando la FC se realiza en frio son positivos los sueros con
titulo de 1:20 y cuando la FC se realiza en caliente, son positivos los sueros
con titulo de 1:8.(1).

Prueba de Rivanol {RV). Se recomienda su uso solamente en sueros
bovines, es una prueba de tipo cuantitativo complementaria a la PT para
aquellos sueros que resultaron positivos a ella, en esta prueba el suero
problema se trata con lactato 6,9-Diamino-2-etoxiacridina (reactive de
rivanol) vy en una primera etapa precipita ta albimina v la IgM guedando
exclusivamente [gG que se pondra de manifiesto al aglutinar con el antigeno
de mivanol (brucelas inactivadas), seran positivos los sueros de animales no
vacunados que presenten agiutinacion en cualquier dilucién (desde 1:25 hasta
1:400), por el tipo de inmunogiobulina que detecta (IgG). En animales
vacunados con titulos de 1:25 se consideran sospechosos, y mayor o igual a
1:50 seran positivos.(7).

La Inmunodifusion radial (IDR). Es una prueba que identifica 1gG
frente al hapteno nativo (determinante antigénico) el cual se ncluye, en un gel
que es depositado en placas especiales, se le practican unas perforaciones
donde se colocan los sueros problema, si algliin suero contiene anticuerpos
frente al hapteno nativo se desarrolla un halo de precipitacion alrededor de!
pozo indicando positividad a la infeccion por Brucella, en el ganado bovino,
esta prueba presenta gran sensibilidad y especificidad. Esta prueba se
recomienda realizar cuando se pretenda diferenciar animales con reacciones de
anticuerpos vacunales o por la cepa de campo(5,7,21).

Prueba de ELISA indirecto (ELISA-I). En esta prueba se ha
encontrado que usando como antigeno el LPS y se han empleado células
completas e incluso cadena O separada del LPS. Es tan sensible como la PT y
FC para el diagnostico de la infeccion causada por B. abortus. Ademas, al
analizar sueros con esta prueba ha resultado mas especifica para diferenciar
animales vacunados de infectados.

Prueba de ELISA competitivo. Esta prueba se basa en el uso de la
cadena O del LPS de B. ahortus como antigeno, conjugado con una poli-L-
lisina para darle fijacién en una placa y la utilizacidn de anticuerpos
monoclonales para que compitan contra los anticuerpos séricos. Es altamente
especifica ya que se ha evaluado comparandolo con las pruebas de rutina (PT,
FC y RV}, esta tiene un alto grado de seleccion entre animales infectados de

20




vacunados hasta en un 100% que han sido vacunados con dosis reducida de
cepa 19 de B. abortus, pero cuando los animales han recibido mas de una
dosis de esta vacuna pierde su capacidad de diferenciar amimales infectados de
vacunados.(2,3).

PRUEBAS DE INMUNIDAD CELULAR

La inmunidad mediada por células es un mecanismo de defensa de gran
importancia frente a las bacterias intracelulares facultativas. El diagnostico se
basa en poner de manifiesto reacciones de hipersensibilidad retardada
mediante la inoculacion de alergenos adecuados. La hipersensibilidad
retardada es una manifestacion de la inmunidad mediada por células que
refleja la respuesta de los linfocitos T y macréfagos sensibilizados con
antigenos de Brucella. En la prueba de la brucelina (skin test}), el antigeno son
tas fracciones solubles que contienen proteinas. Estos antigenos se preparan a
partir de cepas rugosas para evitar la contaminacion con el LPS, que
interferiria con los ensayos al producir una reaccion dérmica de
hipersensibilidad inmediata que se puede prolongar hasta las 48 hrs. La
reaccion positiva se caracteriza por la aparicion de una zona indurada con
eritema a la 24 hirs. alcanzando su maximo desarrollo a tas 48 y 72 Iirs.. Una
prueba alérgica positiva indica que ha existido una invasién de los tejidos por
brucelas, pero ello no indica la presencia de ta enfermedad activa. Una prueba
negativa, no demuestra que el individuo no este infectado; algunos animales
han presentado pruebas negativas en fases en que podian aislarse brucelas. es
preciso tomar en cuenta en la interpretacion de una prueba alérgica los
antecedentes de sintomatologia y resultados de las pruebas seroldgicas.
Ademas son positivos los animales vacunados con vacunas vivas y muertas y
puede durar 1a sensibilizacion por largo tiempo.(1).

BACTERIOLOGIA

El aislamiento de una cepa de Brucelfa implica su identificacion y su
tipificacion. El conocimiento de la especie y el biotipo en cuestion, es
importante para el analisis epidemiolégico de las fuentes de infeccion.

El éxito en el aislamiento de Brucella depende de la seleccion y toma

adecuada de la muestra mas représentativa, de su conservacion y su correcto
envio. Los productos, tejidos u érganos mas idéneos para aislar Brucella son:
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Leche, fetos abortados frescos, cotiledones placentarios, asi como bazo.
pubmon y contenido abomasal de fetos abortados (en caso de que los fetos
estén muy macerados), utero gravido, bazo, testiculos, glandula mamaria
(porciones de los 4 cuartos), nodulos linfaticos supramamarios. iliacos
internos y retrofaringeos y secreciones vaginales.

LECHE: La muestra se debe tomar de los cuatro cuartos en
condiciones de asepsia, desinfectando con etanol al 70% el meato del pezon.
La eliminacion por la leche puede ser masiva y continua, poco intensa o
intermitente e incluso nula en algunos anmimales. cuando es masiva puede
alcanzar hasta 10" bacterias por mililitro de leche.

PRODUCTO DE ABORTO: tomar los cotiledones que parezcan mas
anormales {de coloracion grisicea).

FETOS ABORTADOS: contemido abomasal.

ORGANOS DE ANIMALES SACRIFICADOS: Tomar
asépticamente y colocarlos en recipientes estériles.

El transporte y el envio de muestras biologicas es importante ya que el
envase: debe ser estéril, si es frasco que sea de boca ancha con pared lisa,
transparente, para poder visualizar las lesiones, desechable, para favorecer su
eliminacion , de cierre hermético, para evitar escurrimientos. Las bolsas de
plastico que sean gruesas y deben ir perfectamente selladas. Deben estar bien
identificadas con los datos del propietario, el remitente y el tipo de muestra;
un buen laboratorio no debera aceptar muestras sin identificacion.

Actualimente existen medios comerciales adaptados para el cultivo de
Brucella. Entre los mas utilizados, las preparaciones deshidratadas de medio
base de Brucella, base de agar sangre ntumero 2 (Oxoid, Ltd. Inglaterra), agar
tripticasa soya (Bio-Mérieux, Francia, y BBL, USA), permiten un crecimiento
satisfactorio de ambas cepas. Ademas existen medios de cultivo selectivos que
permiten inhibiendo eficazmente el crecimiento de microorganismos
contaminantes, el desarrollo de las colonias de Brucella, a estos medios se les
afiaden colorantes y/o antibidticos debido a que los constituyentes del medio
son basicos. los mas utilizados son : Renoux, fones y Brinley-Morgan v
Farrell. Este altimo es el mejor tanto por su poder de seleccion como por su
capacidad de asegurar el crecimiento de los tipos de Brucella mas exigentes, a
excepcion de B. nvis, que crece mat en este medto.

Este medio esta constituido por agar base enriquecido con suero y
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glucosa al cual se le afiaden por litro de medio : 25,000 Ul de bacitracina,
5,000 de polimixina B, 100 mg de ciclohexamina, 20 mg de vancomicina, 5
mg de acido naldixico y 100,000 U de nistatina.(18,19,26,44)

En el caso del aislamiento a partir de leche, esta se centrifuga de 3000-
6000 rpm. La nata sobrenadante y el precipitado son sembrados sobre las
placas de agar con un hisopo; para B. ahortus es necesario que la incubacion
de las placas se realice en atmosfera con un 5-10% de CO, .

Las colonias aparecen en la superficie del agar luego de 2-3 dias de
incubacién y a los 4 dias alcanzan a medir 1.5 mm para B. ghortus y | mm
para B. melitensis, las colonias son convexas, circulares con bordes netos, de
color gris blanquecino y translicidas. Por encima de los cuatro dias, las
colonias se hacen mayores, tomando un color miel, pero permanecen
transhicidas. En la lupa binocular por iluminacion oblicua segun el
procedimiento de Henry, las colonias presentan un aspecto azuloso y tipo
morfoldogico liso (Smooth) y las colonias rugosas (Rough) son similares a la
lisas, pero se diferencian porque tienen una estructura mas granulosa, una
coloracion un poco mas amarilla y de consistencia pegajosa.(1,18,19).

El aislamiento de una cepa de Brucella implica su identificacion y
tipificacion. Primero se identifica el género; se realizan frotis de los cultivos
sospechosos y se tifien por el método de Gram y coloraciones especiales como
la de Stamp y la de Koster modificada. La utilizacion de los bacteridfagos
permite una facil y rapida diferenciacién. La B. abortus es lisada por lo fagos
tiblist (Tb), Weybridge (Wb) y Berkeley (Bk;). Los resultados de algunas de
las pruebas se muestran en el Cuadro 3.(1,18,44).

PREVENCION Y CONTROL

Para obtener resultados satisfactorios en los programas orientados a
prevenir la brucelosis, es necesario establecer sistemas integrales, que
contemplen aciones para reducir los focos de infeccion a los que quedan
expuestos los animales de un hato y de una regién determinada.

Los programas de prevencion, control y erradicacién de la brucelosis
animal se organizan de acuerdo a lincamientos bésicos a nivel internacional.
Los diferentes componentes de prograina incluyen : diagnéstico y aislamiento,
medidas de bioseguridad, vigilancia epizootiologica, identificacion de
animales infectados, vacunacion, sistemas de acreditacion sanitaria, educacion
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sanitaria, entrenamiento, legislacion, investigacion, control de la movilizacion
y fondos de emergencia.

PROGRAMA PARA PREVENCION Y CONTROL DE LA
BRUCELOSIS.

1 .-Diagnostico. El diagnostico juega un papel primmordial respecto alas
actividades de disminuir los focos de infeccion, de manera que es fundamental
utilizar las técnicas serologicas que ofrezcan la mejor correlacién de
sensibilidad y especificidad, con lo cual se persigue identificar con precisién a
los animales infectados, reduciendo ia probabilidad de que se registren como
positivos a anitmales en cuyo suero se identifiquen anticuerpos no especificos.

2.-Eliminacién o aislamiento de reactores. La campaia contempla dos
programas basicos. Programa de hatos libres y programa de hatos en contiol.
En el primero se obliga al ganadero a sacrificar a los animales reactores en un
periodo de 3 a 10 dias posteriores a la fecha en que se comunicaron los
resultados. El sacrificio debe hacerse en un rastro autorizado por la SAGAR.

El programa de hatos en control indica el sacrificio de reactores, y a su
vez brinda la oportunidad de aislarlos. El aislamiento puede ser completo
(unidades de segregacion autorizada), o parcial en el mismo hato a criterio del
Médico Veterinario aprobado u oficial. Este aislamiento se podra realizar por
un periodo no mayor a un aiio, al termino dei cual los animales seran enviados
para su sacrificio a un rastro autorizado.

3.-Desinfeccion. Cuando se identifica algiin animal reactor este se aisla
o se elimina del resto del ganado, siendo necesario se realice la desinfeccion
quimica de las instalaciones o las areas en que el animal se alojaba.
Realizandose primero la limpieza mecanica para eliminar la materia organica.
La norma oficial mexicana recomienda los siguientes desinfectantes: solucion
de Cloruro de cal al 2.5 % de Cloro activo, solucion de hidréxido de sodio al 2
%, creolina al 5 % vy fenol al 1 %.

4 -Vacunacion. En México la Norma Oficial Mexicana para la Campaia
Nacional Contra la Brucelosis en la animales, contempla el uso obligatorio de
la vacuna cepa 19 de B. ahorius en sus dos presentaciones : dosis cldsica y
dosis reducida. Se ha utilizado la vacuna cepa 19 de B. abortus, en la dosis
clasica para vaquilias de 4-6 meses de edad y dosis reducida para vaquillas de
mas de 6 meses y vacas adultas. La NOM marca una revacunacién con dosis
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reducida en hembras a partir de 18 meses que hayan sido vacunadas con dosis
clasica a la edad de 3 a 6 meses.

Los problemas mas importantes de la vacunacion son los titulos de
anticuerpos posvacunales, ya que esto dificulta el diagnéstico de ganado
infectado. Si bien la norma no lo registra deja abierta la posibilidad de incluir
en el programa oficial nuevos inmunégenos, siempre y cuando se sustente
cientificamente la efectividad.

Las llamadas fallas vacunales ocurren cuando en los anumales se
desarrolla la enfermedad a pesar de haber sido inmunizados. Las razones para
estas fallas incluyen : los animales se encontraban en periodo de incubacion
cuando fueron vacunados;, el producto biologico perdid su capacidad
inmunogénica (de ahi la importancia de conservarlas dentro de la red fria); el
bovino tenia una inmunodeficiencia al momento de la vacunacion (tratamiento
con corticosteroides) y la dosis infectante fue muy elevada.

El uso de la cepa rugosa viva, atenuada RB51 denominada RB51 de 5.
abortus. Correspondiendo “R” a espera y “B” a Brucella, 51 corresponde a la
nomenclatura del laboratorio empleada en el tiempo en que fue derivada. La
cepa RB51 resulto carente de la cadena “O” siendo muy estable después de
multiples pasajes in vitro e in vivo a través de varias especies de animales.
Debido a su esencial carencia de cadena “O” no induce anticuerpos anti-
cadena “O” detectables por la pruebas serologicas empleados en el diagnostico
de la brucelosis, sin importar la edad, dosis o frecuencia de las inyecciones. La
inmunidad inducida por la cepa RBS5S! (al menos | aifio después de la
vacunacion) es similar o mejor que la inducida por la cepa 19.

La cepa RB51 ha sido aprobada para su uso como la vacuna oficial en
los Estados Unidos reemplazando et uso de la cepa 19 y su uso se esta
implementando en México. La administracion oral de la cepa RB51 en ratones
y ganado (Schurig, G.G. 1998) indica que la inmunidad protectora es
inducida, abriendo un acercamiento practico a la inmunizacién de animales
silvestres.

5.-Control de movilizacién de animales. Es vital para el éxito o fracaso
de los programas de control de la Brucella el tener bajo vigilancia la
movilizacion de los animales, considerando el drea de origen y el destino, asi
como el motivo de la movilizacion. Todos los animales procedentes de hatos
libres se pueden movilizar en el territorio nacional sin restriccién alguna, en
referencia a brucelosis; en contraste los procedentes de hatos en control, se
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autoniza solo su trasiado dentro de zonas en control y con el fin de ser llevados
a unidades de aislamiento o al rastro.

En el caso de animales domésticos no se recomienda tratamiento
alguno, ya que la bacteria es un parasito intracelular facultativo que invade a
las células del sistema reticuloendotelial donde no es factible flevar los
antibioticos a niveles terapéuticos.(13, 14, 15, 16, 31, 33, 36,38).

SALUD PUBLICA

La brucelosis humana es una zoonosis auténtica. El contagio se produce
por contacto directo con animales infectados y sus productos o en los
ambientes contaminados por ellos. El principal peligro radica en el consumo
de leche cruda o de productos licteos {queso, mantequilla).Las personas
expuestas por su profesion (labradores, veterinarios, carniceros) estan muy
amenazadas en las regiones endémicas.

La brucelosis se presenta como una infeccién localizada o sistémica. La
expresion clinica puede ser breve y autolimitada, caracterizada por una fase
bacteremica aguda o grave y prolongada, acompafiada de toxemia, seguida por
una fase crénica que puede durar afios. El periodo de incubacion es
generalmente de 2 a 3 semanas, aunque llega a ser de 3 a 4 meses. Porello y
porque no existen signo o sintomas caracteristicos de la enfermedad, se debe
sospechar de brucelosis en aquellos individuos que :

Sean originarios de zonas endémicas, tengan antecedentes recientes de
permanencias en zonas endémicas, hayan tenido contacto estrecho con
animales de zonas endémicas, hayan ingerido productos lacteos no
pasteurizados de origen dudoso y presenten uno o mas de los siguientes
sintomas : debilidad, malestar, cefaleas y dolores articulares con fiebre
ondulante y sudoracion durante la noche. Una alteracion frecuente es también
la esplecnomegalia.

La mayoria de casos se basan sobre pruebas serologicas mas que en el
aislamiento del microorganismos.Los casos severos de brucelosis aguda se
tratan en el hospital, dado que requieren de terapia de apoyo y de un
seguimiento cuidadoso del tratamiento. Los casos menos severos pueden
tratarse ambulatoreamente. Los antimicrobianos de eleccion en adultos son la
tetraciclina y la estreptomicina, en las mujeres embarazadas, nifios y ancianos
se recomienda rifampicina y trimetroprim-sulfalmetoxazol y en recaidas o
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falta de una pronta recuperacién se indica el uso de doxiciclina y rifampicina.
Hasta la fecha no se dispone de una buena vacuna para uso en humanos.(19,

23,37
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL :

Determinar mediante diversas pruebas diagnosticas, tanto oficiales
como experimentales, si los anticuerpos que se presentan son debidos a
infeccidn o a la vacunacion en bovinos revacunados con dosis reducida de
cepa 19 de Brucella abortus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS :

a)Determinar si es posible diferenciar animales vacunados de infectados
mediante las pruebas seroldgicas de tarjeta (PT), Fijacion del complemento
(FC"), Rivanol (Rv) e Inmunodifusion radial (IDR).

b) Aislar el agente etiologico y determinar el biotipo a través de muestras de
leche y exudados vaginales (hisopo vaginal) de vacas positivas a PT, FC’ e
[DR.
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MATERIAL Y METODO
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Se utilizaron 100 vacas lecheras de ia raza Holstein, que se encontraban
positivas a la prueba de tarjeta para diagnostico de brucelosis, en diferentes
estados de produccién y algunas de ellas recién paridas. El ganado muestreado
pertenece a 25 diferentes establos del Complejo Agropecuario Industrial de
Tizayuca en el Estado de Hidalgo (CAIT).

El CAILT. fue creado en 1973; teniendo como objetive la
descentralizacion de las explotaciones lecheras del Distrito Federal. Se
encuentra localizado al sur del estado de Hidalgo, en el municipio de
Tizayuca, en las coordenadas 19°51°25" latitud norte y 98°59°08"" longitud
oeste, en el municipio de Tizayuca Hidalgo, con un clima BSIKw (segun
Koepen, tipo semiseco templado con lluvias en verano), una precipitacion
pluvial anual de 6249 mm y una temperatura media anual de 16.3 °C.
Contando con una superficie de 208 Ha., ocupando el 2.25% de superficie del
municipio.

Para 1997 el C.A.L.T. cuenta con un total de 126 establos, de los cuales
118 se encuentran en operacion, 21 se utilizan para recria y para vacas secas y
97 para la produccion de leche. Y se encuentran 8 establos vacios. Existe una
poblacién estimada de 24,985 vacas, con una produccién en linea promedio de
21 Lts. y una produccidn diaria de aproximadamente 400,000 Lts.

MUESTREO

Se obtuvieron muestras de sangre de vena coccigea mediante tubos al
vacio los cuales, después de obtener la coagulacion, fueron centrifugados a
3000 r.p.m. durante S minutos, para de esta forma separar el suero, vaciandolo
en viales, guardiandose en congelacion; estos muestreos se realizaron en
diferentes fechas conforme se encontraron a los animales positivos a la PT.

También se recolectaron muestras de exudado vaginal, con un hisopo
vaginal, colocando la muestra en un medio de Stuart (medio de transporte); en
el laboratorio bajo medidas de seguridad (utilizacion de bata, guantes, cubre
boca, caretas, gafas, mechero de Bunsen), se sembraron en Medio selectivo de
Farrell. Contenido en cajas de petri y se incubaron en un frasco de cristal bajo
condiciones parciales de CO, (5 — 10 %) a 37°C durante por lo menos 8 dias
en una estufa bacteriologica. Observando el crecimiento cada tercer dia.

Se muestreo leche de vacas en lactacion de los 4 cuartos de la glandula
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mataria, previa asepsia y meato del pezon utilizando alcohol al 70 %,
colectandose la muestra en tubos Falcon estériles de 20 mi. La leche se
centrifugd a 6,000 rpm durante 15 min. Obteniendo el sobrenadante (nata —
parte grasa) y el sedimento. Se sembro la nata en medio selectivo de Farrell,
con hisopos de algodan estériles, bajo medidas de seguridad de laboratorio de
bacteriologia, se incubaron bajo condiciones parciales de CO, (5 - 10 %) a 37
C durante 8 dias.

De las colonias sospechosas se realizaron frotis para posteriormente
hacer la tincion de Gram y ‘después se resembraron en medio de Brucella,
para la identificacion de ta morfologia colonial. Para determinar su especie y
biotipo, se realizaron pruebas bioquimicas de : citrato, oxidasa, urea, TSI y
produccion de H,S; también se llevo a cabo la prueba de dependencia de
colorantes, la reaccidn con antisueros monoespecificos, la fagotipificacion y la
sensibilidad a los antibidticos.

Se remitieron parte de los sueros al Centro Nacional de Salud Animal
(CENASA), para la realizacion de la prueba de Fijacion del complemento.
Localizado en el municipio de Tecamac en el Estado de México.

Las pruebas serologicas de Tarjeta, Rivanol e Inmunodifusiéon Radial y
bacteriologicas como citrato, TSI, urea, H,S, medio de SIM y oxidasa; se
realizaron en el CENID-Microbiologia, INIFAP SAGAR (carretera federal
México —Toluca KM 15.5 col. Palo alto, delegacién Cuajimalpa D.F.).

Las pruebas bacteriologicas para la tipificacion de las bacterias de
.dependencia de colorantes, reaccién con antisueros monoespecificos,
fagotipificacion y sensibilidad a antibidticos fueron realizadas en el CENID-
Microbiologia, con la colaboracién de 1a QFB Laura Hernandez Andrade y la
MVZ Rosa Maria Reyes Palacios.

Tomandose en cuenta que nuestros resultados fueron variables
discretas, como método estadistico se eligié hacer un analisis de Kappa,
extraido del programa EPI-INFO, para comparar proporciones entre pruebas,
con el fin de establecer la concordancia entre estas.
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DESCRIPCION DE LAS TECNICAS.

PRUEBA DE TARJETA

En la PT la actividad de los anticuerpos que aglutinan
inespecificamente a las brucelas lisas desaparecen a pH de 3.6, mientras que
se mantienen la de los anticuerpos especificos. En esta prueba se emplea un
antigeno celular tefiido con Rosa de Bengala y tamponado. Es un
procedimiento cualitativo rapido de aglutinacion macroscépica que se efectua
en una sola dilucion. En la PT, la estructura frente a la cual reaccionan los
anticuerpos es el LPS. En bovinos se ha demostrado que es la prueba mas
sencilla y sensible, por lo que no presenta falsos negativos pero también es la
que menos capacidad tiene para diferenciar animales infectados de
vacunados.(12)

Se colocaron 30ul de cada muestra de suero con una micropipeta en
una placa, se les coloco una gota (30 ul), de antigeno de Brucella abortus
( aba test tarjeta paquete celular de Brucella abortus cepa 1119-3 inactivada
por calor coloreada y concentrada al 8% y con un pH a 3.5. Productora
Nacional de Biolégicos Veterinarios) se mezclo el suero con el antigeno por 4
minutos con una rotacién suave de la placa; la presencia o ausencia de
aglutinacion indicaron si la prueba era positiva o negativa.(10)

FIJACION DEL COMPLEMENTO (FC).

Los resultados se clasificaron como positivos y negativos dando como
positivos a los sueros de animales que dieron titulos mayores a 1:8.

La FC es de las pruebas confirmatorias mas utilizadas, sin embargo es

laboriosa, dificil de estandarizar y no puede realizarse con sueros hemolisados
o con poder anticomplementario.(12)

RIVANOL
Se mezclaron 0.4ml de solucién de Rv, con 0.4ml de suero, se dejo

reposar durante 30 min. y posteriormente se centrifugaron a 3000 r.p.m.
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durante 5 minutos. Se tomo el sobrenadante con una pipeta y se hicieron las
diluciones comrespondientes (0.08,0.04,0.02,0.01 y 0.005ml) sobre una placa
de vidrio, se le agregaron 30 pl de antigeno para prueba de Rv (aba test
rivanol en placa, paquete celular de Brucella ahortus cepa 1119-3 inactivada
por calor, coloreada y concentrada al 4%. Productora Nacional de Bioldgicos
Veterinarios), se mezclaron de menor a mayor concentracion, se agitaron 4
veces y se dejé reposar durante 6 minutos posteriormente se observd en una
fuente de luz y se realizo la lectura. Expresandose el resultado en funcion de la
dilucion mas alta en la que se observa la aglutinacion.(10)

INMUNODIFUSION RADIAL

La IDR por sus sencillez de realizacion, rapidez en la lectura de los
resultados y especificidad, la cual ha sido recomendada para aquellos animales
que excretan brucelas siendo los mas peligrosos desde el punto de vista
epidemiologico (21). La prueba se realizdo en un medio hipertonico {10%
NaCl) y utilizando un soporte de gel de agarosa conteniendo una solucién
amortiguadora de pH, en el que fue agregado el hapteno nativo (HN) de 16M
de B. melitensis (determinante antigénico), en una concentracion de tpg/ml.
Se elaboro de la siguiente manera:

a} solucién madre de antigeno (poly B ZOPPNH)

10 mg de antigeno en 10ml de agua destilada. Quedando a una
concentracion de 1pg/ml.

b) solucién [DR de gel

50ml de agua destilada

1.1 gr de agarosa

c¢) Buffer glicina

500ml de agua destilada

7.13 grde glicina

5.75 gr de NaCl

Ajustar a pH de 7.8 con Hidroxido de sodio (NaQH).
Muy importante. Para su utilizacién en [DR se afiade 20 gr de NaCl por cada
100ml.

El gel se prepara a+b+c A razon de:

mldea+mldec=mideb
Para 10 placas de IDR a una concentracion de 15 pg/ml

10 placas por 1.7 ml de volumen del gel en nuestras placas = 17 m! que
debemos preparar. Por cada ml debe de haber 15 pg de antigeno luego
prectsamos.

17x15= 255 ug de antigeno solucion madre (a) tiene 1pg/i!l de donde se
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deduce que anadir 255 ul ( 0.255 ml ) de antigeno.
Luego 0.255 ml+b +¢=17ml
0.255 ml +c = 8.5 ml de gel de agarosa
¢ = 8.245 ml de buffer glicina.

Lo anterior se calenté en bafio maria a una temperatura de 60°C
tomandose a esa temperatura con una pipeta y se deposito en portaobjetos
limpios y desengrasados, la cantidad necesaria para dar un espesor de 2mm.
Una vez solidificado y dejando pasar 24 hrs antes de utilizarlo se le realizaron
perforaciones con un sacabocados (6 mm de diametro) y con una separacion
entre ellos de 3 mm. Antes de realizar la prueba a los sueros se dejaron a
temperatura ambiente. Después se colocaron los sueros problema, y se incluyo
un control positivo y uno negativo, se dejaron incubar por 24 hrs. a
temperatura ambiente. Si algin suero contenia anticuerpos frente al HN
desarroliaba un anillo de precipitacién alrededor del pozo entre dos y seis
horas, dando una prueba positiva. (8,12).

PREPARACION DEL MEDIO DE FARRELL.

Se preparo la base de agar Brucella (Agar Brucella Bioxon), en una
proporcion de 23g/! de agua destilada se mezclo y se puso a calentar hasta que
disolvid, se esterilizo en autoclave, se suspendid el suplemento selectivo de
antibidticos (25,000 U.IL. bacitracina, 5,000 U.l. de polimixina B, 100 mg de
ciclohexamida, 20 mg de vancomicina, S5mg de acido nalidixico y 100,000
U.L de nistatina) en 10ml de los cuales el 50% es agua destilada estéril y 50%
de metano! (para diluir antibioticos liposolubles), manteniéndose de 10 a 15
minutos a temperatura ambiente. Por cada 500ml de medio se afiadieron 10 ml
del suplemento selectivo. Se homogeneiza procurando no hacer burbujas y se
distribuyen en cajas de petri.(19).

IDENTIFICACION BACTERIOLOGICA DE LAS CEPAS
AISLADAS

MEDIO DE CITRATO DE SIMMONS

Se sembrd por estria en la superficie. Observando la falta de utilizacion
de este substrato como fuente de carbono, por la auscencia de crecimiento.(19)
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MEDIO DE TS!

Se sembrd por picadura y estria, se incubo a 37°C por 48 h. Observando
la ausencia de fermentacion de glucosa y lactosa al no observarse cambio en la
coloracion del medio.(2,19)

MEDIO DE UREA

En un medio base (base agar urea Bioxon), se agregd una solucion de
urea al 5%, y un indicador de pH (rojo de fenol), este fue vaciado en tubos de
ensaye y se dejaron solidificar en forma inclinada. Se sembro por estria en la
superficie. Se midi6 el tiempo que tarda en vanar el color del medio que es
indicativo de utilizacién de urea como fuente de nitrogenc por algunas
especies, a partir del momento gue se sembro en el tubo.(2,19)

PRUEBA DE ACIDO SULFHIDRICO

En un tubo inclinado con agar soya tripticasa se sembr en la superficie
por estria y se le coloco una tira de papel filtro impregnado con acetato de
plomo, sujeto por la contratapa. E1 papel no debe tocar la superficie de agar, se
incubd por 48 h a 37°C, se cambio diariamente y se observo la aparicién de
un color negro en el extremo de la tira debido a la produccion de H,S.(1,19)

MEDIO DE SIM

Se sembré  por picadura, se observo la inmovilidad de las brucelas y la
ausencia de la produccion de indol. El indol es un bencilpirrol producto de ia
degradacion del triptdfano. Las bacteria que poseen la enzima triptofanasa son
capaces de hidrolizar y desaminar al triptofano con produccion de indol, acido
pirivico y amoniaco. La prueba esta basada en la formacion de un complejo
de color rojo el indol reacciona con el grupo aldehido del p-
dimetilaminobenzaldehido.(19)

PRUEBA DE OXIDASA

Se impregnd un papel filro con clorhidrate de tetrametil-p-
fenilendiamina al 0.5% y se le depositdé una colonia. La aparicion de una
mancha de color purpura sobre el papel filtro significd una prueba positiva. La
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prueba de oxidasa se basa en la produccion bacteriana de la enzima oxidasa.
Dicha reaccién se debe a la presencia de un sistema citocromo-oxidasa que
activa la oxidacion del citocromo reducido por oxigeno molecular, el que
actiia a su vez como aceptor de electrones en la etapa terminal del sistema de
transferencia de electrones,

Las bacterias anaerobias obligadas carecen de actividad oxidasa ya que
no pueden crecer en presencia del oxigeno atmosférico y no poseen el sistema
citocromooxidasa(2,19).

Los resultados de las pruebas de dependencia de colorantes, reaccion

con sueros monoespecificos, fogotipificacion y sensibilidad a antibiéticos,
se muestran en el Cuadro 7.

n




RESULTADOS
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RESULTADO GENERAL DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS Y AISLAMIENTO
PARA DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS EN VACAS HOLSTEIN
REVACUNADAS CON DOSIS REDUCIDA DE CEPA 19 DE B. abortus.

ESTABLO | VACA EDAD MESES MUESTRA P/ PT FC RV IDR A
PR AISLAMIENTO
LECHE E.V.
| 13] 5 afios 10 ineses 48 X X + 1:40 1:400 +
1 11 5 afios 11 imeses 52 X X + 1:320 1:400 +
1 13 X aifos L1 meses 27 X X + .80 L4} +
| 42 3 afos 10 meses 27 X X + 1:320 1:400 +
1 12 |2 ailos 15 X X + 1:320 ;400 +
| 149 2 aflog 15 X X + $:320 1:400 +
1 437 {2 afos 15 X X + 1:30 1:400 +
2 126 | 1aito B V.5, X + 1:20 1:25
2 B3 |1alo 8 V.5 X + . . N
3 821 G aites 10 meses 60 X X + 1:10 - +
3 %09 | 2 aitos 10 meses 12 X X + 1:20 1:400 +
4 537 1 afio 10 meses 1 X X + 1;40 1400 +
S 123 | 4 afios 24 X X + 1:320 - -
5 1% 3 aflos 6 meses 13 X X + 1:320 1:400 + .
3 41 } afio | V.5, X + 1:80 1:400 +
5 369 2 afigs 113 X X + 1:160 1:400 +
6 JR0 |} afos 23 X X + 1:320 1:400 +
6 56% | 3 anos 10 meses 22 X X + 1:10 1:50 + .
6 631 |4 aftos 9 meses 36 X X + 1:320 L:400 +
) 632 2 ailos 12 X X + - - +
7 119 ] anos 15 X X + 1:20 (ALY -
7 225 | 2 ailos 6 meses tl X X + 1:20 1:400 -
2 Jy3 |2 ailos 15 X X + 1:20 1:50 +
3 G611 8 aflos 6 ineses 90 X X + 1:40 1:200 +
] 747 | 5 afios 6 tscscs 48 X X + 1:20 1:200 +
Y 499 2 aflos 11 V.S, X + 1:20 - -
0 6 3 afios 1) neses 2] X X + 1:20 1:400 -
10 6N |3 afos 23 X X + 1:10 1:50 -
10 830 2 afios 10 X X + 1:18 1:25 -
11 555 |4 afos 32 V.S X + . - +
11 610 11 afos 6 meses 12 X X + 1:320 1:41X) + .
11 R38R Y aitos 23 V.5, X + 1:20 141Kt -
12 215 2 ados ] X X + 1:320 1400 +
13 365 | 2 anos 6 meses 8 V.5, X + 1:40 1:400 +
13 386 | I ailos 6 meses 12 X X + 1:20 1100 -
14 ki 4 anos 36 X X + 1:R0 1:13 +
15 45 4 aitos 35 X X + 1:.40 1 :4E00 +
15 127 3 ailos 23 X X + 1:320 1:400 +
15 284 {7 aftos L0 meses 87 X X + 1:320 1400 + *
15 297 12 afios G X X + 1:320 1:400 +
15 299 |6 afios 6 meses 58 V.5. X + 1:320 1:400 .
15 318 6 ailos 6 X X + 1: 160 1:400 +
15 338 {4aflos 10 X X + 1:40 L +
15 34D ] ) afios 6 meses 22 X X + 1:320 1400 +
15 346 5 ailos 48 V.5, X + 1:164) 1:400 +




CONTINUACION

ESTABLG | VACA EDAD MESES MUESTRA PT FC RV IDR
PR P/AISLAMIENTO
LECHE E.V.
15 356 [ 3 aios 6 teses 23 X X + 1:120 1400 +
15 319 [ 1ados [ X X + {40 1:400 +
16 R40 1 ailos 12 X X + 1:320 1-400 -
1? 1056 {.1 afto 10 ineses 1 X X + 1:40 12304 -
18 il 1 afios ] X X + 1:40 - -
1% 160 |3 aflos 24 X X + 1:40 1: 100 +
1% 161 3 astos 24 X X + 1:320 1:400 +
18 164 1 afios 0 X X + 1:320 1:400 .
18 165 {1 afios 24 X X + | 164 144} .
18 189 | ) afios 19 X X + 1:40 - HXY -
18 134 |2 afies 7 V.S. X + 1:320 L. 4ix) +
1R 365 2 aiigs 3 X X + 1:40) 1:40 +
18 985 | daios 1 X X + 1:80 1:400 -
18 7948 | 7 aitos 12 X X + 1:320 | 480 +
19 203 {4 aitos 6 meses 32 X X + 1:40 1:480 +
v 233 171 afos 6 imescs 24 X X + 1:20 1:200 -
v 253 2 ailos 10 X X + |:5 1:400 -
19 7 1 ados 17 X X + 1:Rtt 400 +
19 1m 1 afos 10 miescs 17 X X + 1:40 1:din +
19 244 | 2 aiios 6 meses 12 X X + 1;120 1400 +
19 28y 1 afos 1d X X + 1:160 1: 400 +
1y 318 |2 ados 1l X X + 1:40 1:400 +
1y 172 2 aflos 6 meses 11 X X + 1:160 1400 +
Y 4R | 2 aivos 6 meses [1t] X X + 1:20 144X} +
19 418 1 afos G moscs 12 X X + 1:160 1:400 +
19 441 3 alos 6 meses 23 X X + 1:80 1 ;400 +
19 582 1aitos 22 X X + 1,160 1;400 +
13 R66 1 ailos 21 X X + L; 160 1:400 +
19 YK3 4 aflos 6 incses 6 X X + 1:20 1:4¢H) +
20 613 2 adios 10 meses [] X X + 1:320 1:200 -
21 B4 4 ailos i3 X X + 1:40 1:400 +
21 197 | 3 aflos 6 meses 23 X X + 1:320 1:400 +
21 199 |1 ailos 23 X X + ;10 1:56 +
21 251 1ailes 22 X X + 1:10 1400 +
21 pidl 2} afos 2 X X + 141t - -
2 405 1 aiios 10 X X + 1:80 140 +
20 413 |2 afos 7 X X + 1:R0 1: 204 +
24 136 2 aiios 3 X X + L4 {:400 +
1 347 2 afios 4 X X + 15 1:25 -
21 465 2 afigs 4 X X + 1:40 |40t -
2 470 | 2 atos 1 X X + 1:40 1:400 .
22 635 | 7 aitos 6 mcses 12 X X + 1:320 14000 +
22 (48 | 7 ahos 6 meses 68 X X + 1160 1;4¢0) +
22 69Y |6 alos 5l X X + 1:80 1: 400 +
22 757 S5 afios 6 ingses 44 X X + 1:320 [R.10) +
22 61 S ailos 6 nescs 4l X X + 1164} [RiCY +
22 785 | 4 ados 10 mneses 36 X X + 1:320 400 +
22 820 3 ailos 6 Incses 24 X X + 1:R( i:100 +




CONTINUACION

ESTABLO | VACA EDAD MESES MUESTRAS PY FC RV IDR

PR PTAISLAMIENTO
LECHE E.V.

12 368 |2 ailas i5 X X + 1:164 1:400 +

22 2RY 2 ailos 12 X X + ;20 - +

23 605 | 4 ailos Al X X + L5 1:200 +

H 248 | 2 ailes 16 X X + 1:320 1.46M +

23 ki 1 afos 10 incses 12 X X + - L: 1y +

25 22 Jailos 6 meses 14 X X + 1:40 1:14m +

25 3 7 afios 72 X X + 1:20 1:1th +

PR= posreyvacitiacion.
E.V.= Exudado Vaginal.
V.S.= Vaca Soca.
PT= Prucha de Tarjeta.

FC= Fijatién dei Complemento,
IDR= hamunodifusian Radial,
A= Aislamiento,
X= Muesira,

*= Positivo a aislamicnuto.




El criterio de inclusion de las vacas revacunadas en este trabajo, es que
fueran positivas a la prueba de tarjeta. Al realizarle a los sueros de estas vacas
las pruebas confirmatorias de FC, RV e [DR, se encontraron los resultados
plasmados en el Cuadro 4.

Cuadro 4
Porcentaje de Vacas revacunadas con cepa 19 de Brucella abortus,
positivas y negativas a las diferentes pruebas diagnosticas para brucelosis

bovina.

PRUEBAS RESULTADO PORCENTAJE %
Prueba de tarjeta Positivos 100
Prueba de tarjeta Negativos o

Fijacion det Positivos 52
complemento

Fijacién del Negativos 43
complemento

Rivanol Positivos 87

Rivanol Negativos 13

DR Positives 74

iDR Negativos 26

iDR = Prucba de Inmunodifusion Radial
n = wtal de animales muestreados 100

El resultado de IDR que se obtuvo fue positivo en un 74 % de las vacas
y de las muestras de leche obtenidas de estas vacas, se logro el aislamiento de
10 cepas de Brucella abortus biotipo 1, lo que sugiere que los anticuerpos que
presentan estas vacas son debidos a la cepa de campo. En el Cuadro 5 se
muestran los resultados de las 74 vacas positivas a [DR y a las diferentes
pruebas serologicas oficiales, expresado en porcentaje, mostrando el
comportamiento de estas pruebas a la deteccién de anticuerpos por cepa de
campo.
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Cuadre 5
Total de Vacas positivas a las diferentes pruebas serolégicas a distintos
meses posrevacunacion, expresado en porcentaje.

MESES POS- PRUEBA PRUEBA DE PRUEBA DE | PRUEBA DE IDR | TOTAL DE
REVACUNACION DE FC RIVANOL ANIMALES
TARJETA
1-10 100.0 53.8 100.0 100.0 13
11-20 100.0 611 88 8 100.0 8
2132 100.0 66.6 952 100.0 2
33.51 100.0 538 92 3 100.0 13
52-90 100.0 66.6 88 8 100.0 9
74

Total de animales muestreados = 10
Animales infectados por cepa de campo 74 %
FC= Fijacidn del complemento

Del 26% de las vacas negativas a [DR se obtuvieron resultados
positivos a las pruebas de PT, FC y Rv a distintos meses posrevacunacién
(Cuadro 6). En vacas de entre 1! y 20 meses posrevacunacion resultaron
positivas a la prueba de PT en un 100%, FC 25% y Rv 75%; de estas vacas no
se logrd ningun aislamiento de la bacteria tanto de muestras de leche como de
exudado vaginal.

Cuadro 6
Vacas negativas a IDR, con resultado positive a PT, FC y Rv a diferentes
dias posrevacunacién.

MESES POS PRUEBADE | PRUEBA DEFC PRUEBA DE TOTAL DE
REVACUNACION TARJETA RIVANOL ANIMALES
1-10 100.0 20.0 50.0 10
11-20 100.0 25.0 75.0 8
21-32 100.0 28.5 71.4 7
33-51 0 0 0 0
52-90 100.0 100.0 100.0 |
26

FC = Fijacién del Complemaito

Los resultados de las pruebas bioquimicas muestran que las cepas
aisladas de las muestras de leche son Brucella abortus biotipo 1, ya que
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resultaron negativas a las pruebas de TSI y citrato; positivas a las pruebas de
oxidasa, produccion de H,S y ureasa; hubo crecimiento en presencia de
colorantes fucsina y safranina en todas sus concentraciones, ademas de
reaccionar con el antisuero inmunoespecifico A y presentar lisis en presencia
de los fagos 1z, Wb y Tb.. Estos resultados se muestran en el Cuadro 7.

En el muestreo con el hisopo vaginal, no se pudo obtener el aislamiento
de ninguna de las muestras.

El analisis estadistico de Kappa no muestra diferencias significativas

entre las pruebas. Demostrando que no hay concordancia entre las pruebas
serologicas utilizadas.
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DISCUSION
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Reyes (1996). En un trabajo realizado en la FES-C con becerras de
entre 4-6 meses vacunadas con dosis clasica de B. abortus, encontré que las
pruebas tradicionales (PT, Rv y FC) muestran su maxima especificidad al dia
270 posvacunacion siendo del 95% y que la prueba de IDR al dia 60
posvacunacion da el 100% de especificidad (35). En el presente trabajo en el
cual se utilizaron vacas revacunadas con dosis reducida de cepa 19 de
Brucella abortus se encontré que a mas de 960 dias posrevacunacion las
pruebas serologicas de PT, FC y Rv se presentan resultados positivos, de
dichas vacas no se logro el aislamiento. Esto se atribuye a que en la
revacunacion hay una respuesta de segundo orden, la cual se incrementa
habiendo una produccion de 1gG en grandes cantidades, mientras que [gM se
encuentra en menor cantidad; y dichas inmunoglobulinas (Ig) son detectadas
por las pruebas seroldgicas empleadas.

Durante 1980 Jones y col. encontraron que la prueba de IDR, al
compararla con la prueba de FC en animales vacunados en edad adulta con
cepa 19 de B. ahortus demostrd ser mas sensible v especifica (21).. En este
trabajo del 26% que fue el total de animales negativos a IDR, resultaron 2
vacas positivas a FC a mas de 21 meses posrevacunacion, representando un
7.6% del total de vacas negativas a IDR. Esto es debido a que [DR es una
prueba que tiene la capacidad de detectar a los individuos que no presentan la
enferinedad (especificidad). Berman y Jones (1979) observaron que el hapteno
native (HN) en una solucion de gel de agarosa contentendo un 10% de NaCl
precipita rapidamente los anticuerpos, tan bien como lo haria el LPS, solo que
el HN es un antigeno de tipo intracelular por lo que una exposicion
prolongada de la bacteria al sistema inmune como ¢s el caso de una infeccion
por cepa de campo, se producen anticuerpos contra el HN y no cuando se trata
de una exposicidon temporal al microorganismo, como es el caso de una
revacunacidn con cepa 19 de B. ghortus, desapareciendo a los 6 meses, lo
cual la hace una prueba de gran importancia para diferenciar animales
infectados de vacunados y en la toma de decisiones para que un animal sea
eliminado.

La PT es la prueba tamiz para ¢l diagnostico de la brucelosis bovina
segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-041-ZOO0O-1995). Suarez (1993)
describe a la PT en el caso de la revacunacidon como una técnica usada de
rutina para el diagndstico, sin embargo los resultados que se obtienen no son
confiables por el alto nitmero de falsos positivos. Esto puede observarse en
este trabajo ya que a pesar de que todas las vacas muestreadas eran positivas a
la PT, pero al realizar las diferentes pruebas diagnésticas oficiales y la prueba
de IDR existieron resultados negativos, indicando que la PT no es suficiente
para dar un diagndstico definitivo.(36,41).
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Paez y col. (1991} En un experimento vacunaron 300 vacas criollas con
cepa 19 de B. ahortus en donde eran comunes los abortos por Brucella, los
autores concluyen que al primer mes siguiente de la vacunacion un 99.3%
reacctonaron positivos a la PT y solo el 5.4% reacciono al 6to mes (32).En
este trabajo que se realizé con vacas revacunadas con dosis reducida de A.
ahortus cepa 19 y positivas a la PT en un 100% a mas de 20 meses
posrevacunacidn, se realizo la comparacion de IDR para descartar la presencia
de anticuerpos hacia la bacteria y de esta forma hacer notar que la PT a mas de
6 meses detecta anticuerpos posrevacunacion. Demostrando que dicha prueba
no es confiable su diagndstico y menos en zonas de alto riesgo.

Reyes (1996) menciona que la prueba de Rv tiene una especificidad del
95% a los 270 dias posvacunacion, mientras que Diaz (1997) encontrd que en
la revacunacion la prueba de Rv es poco efectiva al diferenciar animales
vacunados de infectados ya que a los 270 dias posrevacunacion se observo una
especificidad del 85% (35).En este trabajo se encontré que la prueba de Rv
detecta anticuerpos vactinales a mas de 20 meses posrevacunacion, por lo que
no se considera a esta prueba efectiva para diferenciar animales vacunados de
infectados.

La Norma Oficial Mexicana (NOM-041-ZOO-1995) (36) contra la
brucelosts indica que para el caso de bovinos se utilizara 1a PT como tamiz, la
prueba de FC como confirmatoria y la prueba de Rv para diferenciar animales
vacunados de infectados, marcando que para el caso de animales vacunados
tanto con dosis normal como reducida las pruebas se realizaran 10 meses
después de la vacunacién. Aunque la NOM contempla una revacunacion lnica
con dosis reducida de cepa 19, no menciona nada sobre las pruebas
diagndsticas, ni el tiempo en que deben utilizarse. De acuerdo a este estudio
todavia hay muchos animales que presentan falsos positivos aun después de
los 10 meses después de la revacunacién, con lo que el diagnostico de estos
animales a través de las pruebas oficiales seria poco confiable. Con respecto a
la prueba de Rv que es la oficial para diferenciar entre animales vacunados de
infectados tampoco tiene una especificidad muy aceptable por su gran
cantidad de falsos positivos. Por lo que la IDR puede resuitar una buena
alternativa para diferenciar animnales infectados de aquellos con mas de una
revacunacion.

Aparicio 1997 realizé una evaluacion bacteriologica de un hato bovino
con problemas de brucelosis en el estado de México. Las vacas eran
procedentes del estado de Hidalgo, las pruebas bioquimicas indicaron que las
cepas aisladas de muestras de leche son B. abortus biotipo 1 ya que resultaron
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positivas a las pruebas de produccion de H,S vy urea y negativa-a la prueba de
TS1 y se hubo crecimiento en presencia de colorantes fucsina y safranina,
ademas de reaccionar con el antisuero inmunoespecifico A y presentar lisis en
presencia de los fagos lz, Wb, Tb; confirmando el tipo de cepa por
crecimiento en presencia de antibidticos que resulto positivo.(3). En el
presente trabajo, en el cual se muestrearon vacas pertenecientes al municipio
de Tizayuca en el estado de Hidalgo, de estas vacas se obtuvo leche y exudado
vaginal, para intentar ¢l aislamiento del agente etiologico, solo se logro el
aislamiento a partir de muestras de leche, para la determinacioén de especie y
biotipo. Se corrieron las pruebas bioquimicas de ureasa, produccién de H,S,
TSI, crecimiento en presencia de colorantes, aglutinacion con sueros
monoespecificos (anti A y anti M) y fagotipificacién (Iz, Wb, Tb).Obteniendo
los mismos resultados que el trabajo antes mencionado. Determinando que se
trataba de B. ahortus biotipo | cepa de campo.
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o Las pruebas oficiales que marca la NOM no son atiles en el caso de la
revacunacion, ya que en animales de mas de 10 meses aun se encuentran
falsos positivos, siendo necesaria una prucba mas especifica para
diagnosticar animales vacunados de infectados.

o La prueba de IDR es una buena opcion para poder diagnosticar animales
vacunados de infectados, demostrando ser mas efectiva que la prueba de
Rv, que la NOM marca como oficial para poder diferenciar animales
vacunados de infectados.

a La brucelosis de los hatos del CAIT es causada por Brucella abortus
biotipo 1.
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RECOMENDACIONES
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a Seria conveniente realizar este mismo trabajo pero en vacas negativas a la
prueba de tarjeta para observar el comportamiento de las pruebas
confirmatorias en animales netamente negativos.

o Se recomienda hacer un trabajo similar en establos con medidas sanitarias
extremas, para observar el comportamiento de el establo y de los animales
en cuanto a obtencion de resultados y reacciones a las diferentes pruebas
serologicas.

o La revacunacion es un elemento basico para tratar ios problemas de
brucelosis, en zonas de alta prevalencia, debido a que proporciona una
inmunidad mayor que una vacunacion normal, pero no es el unico medio
de control ya que se deben tomar en cuenta medidas sanitarias, buen
manejo del hato, control de movilizacién, vigilancia epidemiologica activa,
seguir las campaiias oficiales de control de enfermedades infecciosas ya
que son puntos indispensables al considerar un programa de vacunacién
para bovinos, asi como contar con buenos métodos de diagnostico y con
esto proteger a todo el hato, a todos los hatos.

o El empleo tanto de pruebas diagnosticas, inteligencia epidemiologica,
vacunaciones masivas y medidas zoosanitarias, deben contribuir a
aumentar la productividad, salvaguardar la riqueza pecuaria de México y a
favorecer el control de las zoonosis, la salud de los animales y el
comercio nacional e internacional.

ESTa YE3S W) Depf
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